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La maladie hémorragique du lapin, ou RHD pour Rabbit Haemorrhagic Disease, est 
une maladie très grave et contagieuse affectant le lapin européen (Oryctolagus cuniculus) 
rapportée pour la première fois en 1984. Elle est d’abord apparue en Chine suite à une 
importation de lapins d’Allemagne (Liu et al. 1984), avant de se propager à l’ensemble du 
globe en une vingtaine d’années. Elle est maintenant devenue endémique en Europe, en 
Australie, en Nouvelle-Zélande, en Asie et dans certains pays d’Afrique. Elle est responsable 
de nombreuses épizooties au sein des populations de lapins domestiques ou sauvages 
(Abrantes et al. 2012). 
La RHD est souvent fatale et survient le plus souvent de façon aiguë à suraiguë, avec 
un taux de létalité pouvant atteindre 80 à 100% (Cancellotti, Renzi 1991) et des animaux 
mourant après seulement 2 à 4 jours post-infection (OIE - World Organisation for Animal 
Health 2016). Les individus infectés présentent un tableau congestivo-hémorragique touchant 
de nombreux organes ainsi qu’une insuffisance hépatique aiguë entrainant le plus souvent la 
mort de l’animal. Les impacts économique, vis-à-vis de la production de lapins de chair et de 
fourrure, et écologique sont majeurs en raison de sa très forte contagiosité. Lors de sa 
découverte en Chine, la RHD se propagea sur 50 000 km  et tua 140 millions de lapins 
domestiques en moins d’un an (Liu et al. 1984). 
Une seconde maladie très similaire mais ne concernant pas la même espèce de 
lagomorphe a été objectivée pour la première fois en 1980 en Suède : il s’agit du syndrome du 
lièvre brun européen, ou EBHS pour European Brown Hare Syndrome. Cette affection est 
décrite chez plusieurs espèces de lièvres dont les deux principales sont le lièvre brun ou lièvre 
d’Europe (Lepus europaeus) et le lièvre variable (Lepus timidus). L’EBHS a ensuite été 
rapporté dans de nombreux pays d’Europe (Frölich et al. 2007). De manière semblable à la 
RHD, l’EBHS est hautement contagieux et létal avec des taux de morbidité et létalité très 
élevés. Les animaux atteints présentent une hépatite aiguë nécrosante sévère souvent associée 
à une hémorragie pulmonaire (Wibbelt, Frölich 2005). 
Ces deux maladies sont causées par deux virus distincts appartenant au genre 
Lagovirus, de la famille des Caliciviridae. Le virus de la RHD (RHDV) et le virus de l’EBHS 
(EHBSV) sont deux virus non-enveloppés à ARN non segmenté simple brin de polarité 
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positive. Ils persistent longtemps dans l’environnement et se répliquent rapidement lors 
d’infection. Au moment de leur réplication, l’ARN polymérase ARN-dépendante de ces virus 
est susceptible d’engendrer de nombreuses substitutions, mutations occasionnant une dérive 
génétique rapide (Lee, Chung, K 2017). 
En 2010, un nouveau variant de RHDV nommé RHDV2 a frappé de nombreux 
élevages de lapins correctement vaccinés en France, causant de fortes mortalités. Bien que ce 
nouveau virus s’avère génétiquement proche du RHDV, il reste suffisamment distinct et ne 
permet pas aux vaccins classiques d’induire une protection croisée (Le Gall-Reculé, 
Zwingelstein, Boucher, et al. 2011). Retrouvé chez plusieurs espèces de lièvres, le RHDV2 
est capable d’induire la maladie chez un panel d’espèces beaucoup plus large que le RHDV 
(Camarda et al. 2014; Puggioni et al. 2013; Velarde et al. 2017). Plusieurs souches du 
RHDV2 ont par la suite été retrouvées en Europe, aux Canaries, en Australie, en Amérique du 
Nord et plus récemment en Afrique (Le Gall-Reculé et al. 2017). 
Une étude a mis en évidence en 1996 la présence d’anticorps anti-RHDV chez un 
grand nombre de lapins issus de plusieurs régions d’Italie malgré l’absence de symptômes 
habituellement décrits lors d’infection par le RHDV. Il a alors été découvert un virus 
génétiquement proche du RHDV, mais non pathogène. Ce premier virus fut appelé RCV pour 
Rabbit Calicivirus ou encore RCV italien (Capucci et al. 1996). D’autres virus similaires non 
pathogènes ont par la suite été mis en évidence ailleurs dans le monde et furent alors appelés 
RCVs ou RCV-like. Toutefois, certaines de ces souches se sont avérées intermédiaires en 
termes de pathogénicité en ayant la faculté de provoquer des symptômes de manière atténuée 
par rapport à ceux de la RHD. Ces derniers ont alors été classés de peu pathogènes. 
En raison de cette diversité génétique au sein des Lagovirus, des différents degrés de 
pathogénicité rencontrés ainsi que du franchissement de barrières d’espèces, deux principales 
hypothèses quant à l’évolution de la virulence sont aujourd’hui évoquées. La première porte 
sur l’acquisition de la pathogénicité à partir de souches non pathogènes, via plusieurs 
modifications au niveau génomique telles que les mutations. La seconde hypothèse est celle 
d’un saut d’espèce. Elle repose sur l’existence d’une espèce porteuse asymptomatique d’un 
virus pathogène qui, suite à une importation ou autre changement de territoire, rentre en 
contact avec l’espèce cible du virus et le lui transmet. Ces deux hypothèses majeures 




Afin d’avancer sur ce sujet, il est nécessaire d’obtenir davantage de données sur les 
RCVs. Les recherches doivent être avant tout d’ordre génétique afin de pouvoir établir des 
comparaisons avec les génomes des virus pathogènes connus. Cela permettrait alors 
éventuellement de comprendre le support génétique de la virulence. Conjointement, des 
données épidémiologiques sont nécessaires afin d’identifier de nouveaux virus et 
d’éventuelles espèces porteuses asymptomatiques. La mise au point d’outils diagnostiques 
sensibles et spécifiques quant au virus à identifier s’avère donc être indispensable. 
L’objet de cette présente étude est alors double. Il sera tout d’abord tenté d’isoler des 
séquences nucléotidiques de RCVs les plus complètes possibles à partir d’intestins de 
différentes espèces de lagomorphes. La présence du virus sera alors évaluée par qPCR (real-
time polymerase chain reaction) avant de pouvoir procéder à une amplification du génome 
viral et à son séquençage. L’autre aspect de l’étude porte sur la méthode de détection même 
des virus. Une qPCR multiplex sera mise au point dans le but d’obtenir une technique de 
diagnostic expérimental plus sensible et spécifique pour la détection de Lagovirus. 
Avant de présenter ces deux axes de recherche, une première partie bibliographique 




















Etude bibliographique sur le genre Lagovirus 
 
I. Généralités à propos des Caliciviridae 
A. Historique 
La famille des Caliciviridae a historiquement été difficile à établir, nécessitant 
plusieurs années de recherche. Parmi les premiers virus isolés de cette famille se trouvent le 
VESV pour Vesicular Exanthema of Swine Virus, le SMSV pour San Miguel Sea lion Virus 
et le FCV pour Feline Calicivirus. Ces trois virus ont d’abord été associés à la famille des 
Picornaviridae. C’est après avoir pu analyser leur structure, leur stratégie de réplication et 
leurs propriétés physiques et chimiques que ces virus ont été retirés des Picornaviridae. Ainsi, 
la famille des Caliciviridae a été créée puis inscrite en 1979 dans le troisième rapport de 
l’International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), son nom faisant référence aux 
formes en calice visibles à la surface des capsides virales en microscopie électronique. 
La première maladie causée par un Calicivirus a été rapportée en 1932 aux Etats-Unis. 
Affectant l’espèce porcine, elle fut appelée exanthème vésiculaire du porc, ou VES pour 
Vesicular Exanthema of Swine, en raison de la formation de lésions vésiculeuses. La maladie 
fut éradiquée en 1956, mais ce n’est qu’en 1968 que le virus responsable de la VES sera isolé 
et identifié. 
En 1972 est identifié le (SMSV) à partir d’un lion de mer de Californie. Il a par la 
suite été montré qu’il s’agissait en réalité d’un virus étroitement lié au VESV également 
capable de provoquer la VES chez les porcs. 
Le FCV, responsable d’atteintes respiratoires et buccales chez le chat, a été isolé pour 
la première fois en 1957 (Green et al. 2000; Smith et al. 1998; Clarke, Lambden 1997). 
La découverte du RHDV et de l’EBHSV a eu lieu plus tardivement, et sera détaillée 




En 1995, le sixième rapport de l’ICTV ne regroupait les différents virus de la famille 
qu’en un seul genre nommé Calicivirus. Grâce à l’évolution de la recherche et des nouveaux 
moyens disponibles, comme le séquençage génétique et l’analyse phylogénétique, la 
taxonomie a évolué peu à peu pour finalement adopter de nouveaux systèmes de classification 
(Green et al. 2000). Ainsi, le neuvième rapport de l’ICTV établi en 2012 (King 2012) 
considère aujourd’hui les cinq genres suivants : 
 Le genre Vesivirus, regroupant le VESV, le SMSV, le FCV, les Calicivirus humain 
(HuCV), canin (CaCV), bovin (BCV), ou encore du vison (MCV). 
 Le genre Lagovirus, regroupant le RHDV, l’EBHSV et les RCVs, affectant les 
lagomorphes. 
 Le genre Norovirus, regroupant les différents génogroupes du virus Norwalk, retrouvé 
chez l’humain, le bovin, le porc, le chien et les murins. 
 Le genre Sapovirus, regroupant les différents génogroupes du virus Sapporo, retrouvé 
chez l’humain, le bovin, le porc et le chien. 
 Le genre Nebovirus, comportant le virus Newbury-1, affectant les bovins. 
Trois autres virus de cette famille n’ont pas pu être rattachés à un genre en particulier : 
il s’agit du virus Tulane (2008), du virus St-Valérien (2009) et du Calicivirus aviaire (2010). 
En effet, bien que les analyses morphologiques et phylogénétiques aient permis de les 
rassembler au sein des Caliciviridae, ces virus restent trop distincts des autres pour être 
classés dans les genres décrits ci-dessus. 
C. Caractéristiques structurelles et génomiques 
Les Caliciviridae présentent plusieurs particularités en termes de structure et de 
génome qui vont être ici détaillées. Les spécificités des Lagovirus seront approfondies dans la 
partie II.C. 
1. Propriétés des virions 
Les virions sont non-enveloppés, de structure icosaédrique et d’une taille d’environ 30 
à 40 nm de diamètre. Le génome viral code pour une protéine structurale majeure, nommée 
VP60 (ou VP1). Ces VP60 constituent de nombreux dimères qui entre eux, forment la 
capside. L’architecture de cette dernière est caractéristique des Caliciviridae en formant un 
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total de 32 dépressions en forme de calice, comme l’illustre la Figure 1 vis-à-vis du virus 
Norwalk. 
Figure 1 : Crystallographie aux rayons X de la capside du virus Norwalk. Les domaines S, P1 et P2 
formant la capside sont respectivement représentés en bleu, rouge et jaune. D’après (King 2012). 
 
Les particules virales sont généralement stables dans l’environnement. Plusieurs 
souches de Caliciviridae peuvent présenter des résistances à certains agents chimiques 
conventionnels (éther, chloroforme ou  certains détergents) et à l’inactivation par la chaleur. 
Les principales protéines produites par le virus sont la VP60, la protéine structurale 
mineure nommée VP10 (ou VP2) pour certains virus comme le FCV ou le RHDV, et 
plusieurs protéines non structurales comme une nucléoside tri-phosphatase (NTPase), une 
protéase à cystéine, une ARN polymérase ARN-dépendante (RdRp) et une protéine nommée 
VPg qui est liée à l’ARN (King 2012). 
2. Organisation génomique 
Le génome viral est constitué d’un ARN monocaténaire de polarité positive de 7.4 à 
8.3 kb. L’extrémité 3’ est polyadénylée tandis que l’extrémité 5’ est liée de façon covalente à 
la protéine VPg. Par ailleurs, un ARN subgénomique est produit lors de la réplication virale. 
Ce dernier ne mesure que 2.2 à 2.4 kb, et dispose également d’une extrémité 3’ polyadénylée 
et d’une liaison covalente à une VPg sur son extrémité 5’. 
L’ARN viral des Caliciviridae est organisé en 2 ou 3 cadres de lecture ouverts (ORFs) 
selon le genre considéré. L’ORF1 code pour les protéines non structurales dans l’ordre 
suivant : une protéine N-terminale, la NTPase, une autre petite protéine nommée 3A-like, la 
VPg, la protéase à cystéine et la RdRp. Chez les Vesivirus et Norovirus, l’ORF2 code pour la 
VP60 tandis qu’il s’agit de l’ORF1 chez les Lagovirus, Sapovirus et Nebovirus. L’ORF situé 
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à la fin de l’ARN code quant à lui pour la VP10 (King 2012; Rohayem et al. 2010). La Figure 
2 représente l’organisation génomique chez les différents genres de Caliciviridae. 
Figure 2 : Organisation génomique selon les différents genres de Caliciviridae. D’après (King 2012). 
 
II. Le genre Lagovirus 
A. Historique : émergence, propagation et situation actuelle 
1. Le RHDV 
La RHDV est une maladie extrêmement virulente dont la première description 
remonte à 1984 dans la province de Jiangsu en République Populaire de Chine, suite à 
l’importation de lapins d’Allemagne (Liu et al. 1984). Affectant à la fois les lapins européens 
(O. cuniculus) domestiques et sauvages, la maladie peut se propager très rapidement. A partir 
de 1985, le virus cause les premières épizooties en dehors de Chine en atteignant tout d’abord 
la Corée du Sud (Mitro, Krauss 1993). 
Il touche ensuite l’Europe en commençant par l’Italie en 1986. La maladie se propage 
en Tchécoslovaquie et en Pologne en 1987, en France et en Espagne en 1988 (Marchandeau et 
al. 1998; Alda et al. 2010). La péninsule ibérique est finalement totalement atteinte en 1989 
avec le Portugal (Abrantes et al. 2012). Le virus se propage dans le reste de l’Europe durant 
les années suivantes (Morisse, Le Gall-Reculé, Boilletot 1991). Son émergence en Europe 
reste controversée. Les échanges commerciaux de viandes étant en hausses (500 tonnes de 
viandes par an depuis la Chine à l’époque), des lapins infectés importés de Chine constituent 
une cause probable. Cependant, l’importation du virus depuis plusieurs pays d’Europe 
Centrale reste envisageable, d’autant plus que les lapins responsables de l’émergence du virus 
en Chine furent importés d’Allemagne (Cancellotti, Renzi 1991). 
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Le continent Africain est atteint en 1989 avec la Tunisie (Bouslama et al. 1996). 
D’autres pays sont ensuite touchés comme l’Egypte en 1991 (Ghanem, Ismail 1992). 
Le virus traverse l’Océan Pacifique et arrive en Amérique en Décembre 1988, à 
Mexico. Le gouvernement mexicain prend rapidement des dispositions afin de contrôler et 
éradiquer le virus. Les échanges commerciaux de lapins sont interrompus, des mesures 
d’hygiènes et de prévention sont communiquées aux éleveurs, et tous les lapins de Mexico 
sont abattus et incinérés. Des individus sentinelles sont mis en place afin de surveiller la 
circulation du virus. Grâce à ces méthodes, les sentinelles sont détectées séronégatives un 
mois après la mise en place des mesures. La repopulation des lapins s’effectue alors quartier 
par quartier. L’absence d’une population sauvage sensible au virus a permis au Mexique de 
l’éradiquer complètement et d’éviter sa propagation. Au total, 110 000 lapins moururent ou 
furent éradiqués (Gregg, House, Berninger 1991; Abrantes et al. 2012). 
Une souche de RHDV de Tchécoslovaquie (CAPM V-351) est importée en Australie 
sur Wardang Island en 1991 afin de lutter, comme agent biologique, contre les lapins 
sauvages (O. cuniculus) considérés comme nuisibles dans le pays (Cooke, Fenner 2002). En 
effet, cette espèce introduite en 1859 a rapidement envahi quasiment tout le pays pour 
finalement devenir la principale espèce nuisible. Par ailleurs, de premiers essais fructueux de 
contrôle de la population de lapins ont déjà été effectués avec le virus de la myxomatose entre 
les années 1937 et 1950 en Australie (Fenner 2010). D’abord destiné à des tests de terrain sur 
une zone de quarantaine, le virus finit par s’échapper en 1995 et se propage dans le pays. Le 
RHDV tue plus de 30 millions de lapins en 8 semaines (Mutze, Cooke, Alexander 1998). 
Cette même souche est retrouvée en Nouvelle-Zélande en 1997, probablement due à une 
introduction illégale (O’Hara 2006). 
L’Amérique du Nord n’est touchée quant à elle qu’à partir de 2000 avec les Etats-
Unis. D’autres épizooties de RHD y sont également rapportées durant les années 2001 et 
2005. Le virus se propage aussi en Uruguay en 2004 (Abrantes et al. 2012; OIE - World 
Organisation for Animal Health 2009). 
Le RHDV est à ce jour considéré comme endémique sur quasiment tous les continents. 
Il est toujours responsable d’épizooties, causant de fortes mortalités dans les populations de 
lapins domestiques et sauvages. Par ailleurs, la fréquence de ces épizooties semble être 
corrélée avec la présence plus ou moins importante de lapins sauvages sensibles sur un 
territoire donné (Abrantes et al. 2012). 
28 
 
2. Le RHDVa 
L’arrivée des premières études épidémiologiques moléculaires a permis de caractériser 
plus précisément le virus et jusqu’alors, un unique sérotype était décrit chez le RHDV. C’est 
en 1998 en Italie, puis en 1999 en Allemagne, que l’existence d’un nouveau variant 
antigénique est mise en évidence. Ce nouveau variant, alors appelé RHDVa, présente 
plusieurs différences génétiques et antigéniques avec les souches de RHDV connues, et est 
alors considéré comme un variant bien distinct de RHDV (Capucci et al. 1998; Schirrmeier et 
al. 1999). Une approche moléculaire plus détaillée sera réalisée dans la partie II.C.4.c. 
Après avoir été identifié en Italie puis en Allemagne, le RHDVa cause des épizooties 
aux Etats-Unis en 2000 et 2005, et en Uruguay en 2004. Il est également détecté en France en 
2000 et à Malte en 2004 (OIE - World Organisation for Animal Health 2009). Le RHDVa 
semble se propager de la même manière que le RHDV classique, et gagne encore d’autres 
pays. Plusieurs études montrent que les souches de RHDVa ont tendance à remplacer celles 
de RHDV. Cela a été établi en Italie, en France, dans la péninsule Ibérique ou encore en 
Chine (Grazioli et al. 2000; Abrantes et al. 2014; Le Gall-Reculé et al. 2003; Wang et al. 
2012). C’est en Janvier 2014 que le premier cas de RHDVa en Australie est répertorié 
(Schipp, Office International des Epizooties 2014). L’épizootie n’est caractérisée que plus 
tard, sans pouvoir conclure avec certitude sur une l’origine de cette souche (Mahar et al. 
2018). 
En Mars 2017, une nouvelle importation volontaire du virus est réalisée en Australie, 
dans le même objectif de contrôle de la population de lapins sauvages que durant les années 
1990. La souche virale importée est un RHDVa issu de Corée du Sud nommée RHDV1-K5 
(Wishart, Cox 2016). 
3. Le RHDV2 
Durant l’année 2010, de nombreux cas de RHD se manifestent en France, notamment 
chez des individus vaccinés. Le tout premier cas est rapporté en Avril dans un élevage dans le 
Nord tandis que le second concerne des lapins sauvages au centre de la France. Le nombre 
d’élevages touchés augmente dès Octobre 2010. Fin Janvier 2011, ils sont 60 à être concernés 
dans le Nord de la France. Les taux de létalité sont classiquement ceux observés lors de RHD, 
c’est-à-dire 80 à 90%, mais ici chez des individus vaccinés. L’agent responsable est alors 
identifié comme étant un virus, très semblable au RHDV, mais avec suffisamment de 
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différences pour être considéré comme une souche distincte des RHDV et RHDVa connus. En 
2013, cette nouvelle souche virale est appelée RHDV2, après avoir été nommée de différentes 
manières comme RHDV variant ou RHDVb (Le Gall-Reculé, Zwingelstein, Boucher, et al. 
2011; Le Gall-Reculé et al. 2013). 
Tout comme le RHDV classique, le RHDV2 se propage rapidement et de façon 
similaire au sein des populations domestiques et sauvages de différents lagomorphes dont les 
espèces seront détaillées dans la partie II.B.1.a. Le virus gagne quasiment toute l’Europe avec 
l’Espagne et l’Italie en 2011 (Dalton et al. 2012; Puggioni et al. 2013), le Portugal en 2012 
(Abrantes et al. 2013), l’Ecosse, l’Angleterre et le Pays de Galles en 2014 (Westcott et al. 
2014; Baily et al. 2014). Cependant, des analyses phylogénétiques suggèrent que le RHDV2 
était probablement déjà présent en 2010 en Grande Bretagne (Westcott, Choudhury 2014). 
Le RHDV2 quitte ensuite le continent européen. Il est retrouvé aux Açores et en 
Australie en 2015 (Hall et al. 2015; Duarte et al. 2015), et aux Canaries et en Tunisie en 2016 
(Martin-Alonso et al. 2016; Institut Pasteur de Tunis 2017). L’Amérique est touchée en 
Juillet-Août 2016 avec le Québec, puis en Février 2018 avec la Colombie-Britannique (United 
States Department of Agriculture 2018). De la même façon que le RHDVa avec le RHDV 
classique, le RHDV2 semble progressivement remplacer les autres souches virales présentes 
(Le Gall-Reculé et al. 2013; Mahar et al. 2017). 
4. Les RCV et RCV-like 
Aux différentes souches pathogènes se rajoutent des virus apparentés au RHDV, 
dénommées RCVs ou RCV-like qui sont, elles, non ou peu pathogènes. Leur évolution 
semble intimement liée à celle du  RHDV et soulève de nombreuses hypothèses. C’est 
pourquoi une partie leur est dédiée plus loin dans cet écrit à la partie III. 
3. L’EBHSV 
L’EBHS a été décrit avant la RHD en 1980 en Suède. Principalement caractérisée par 
des hépatites aiguës et hémorragies touchant divers organes internes (Frölich et al. 2007), elle 
est responsable d’épizootie chez les lièvres dont les principaux concernés sont le lièvre brun 
ou lièvre d’Europe (L. europaeus) et le lièvre variable (L. timidus). De récentes études basées 
sur l’horloge moléculaire montrent que l’EBHSV aurait pu émerger durant les années 1970 
(Lopes, Capucci, et al. 2014). 
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Depuis son émergence, l’EBHSV s’est propagé dans de nombreux pays d’Europe, 
comme au Danemark en 1982 ou en Allemagne et en Italie en 1988 (Gav, Mörner 1991; 
Scicluna, Lavazza, Capucci 1994). Il a également été rapporté en Argentine en 2003. De nos 
jours, l’EBHS est considéré comme endémique en Europe et reste relativement cantonné à ce 
territoire (Chiari et al. 2016). 
B. Epidémiologie 
1. Population atteinte 
a. Espèces affectées 
i. Le RHDV 
Le lapin européen, ou lapin commun, est la seule espèce connue chez qui le RHDV est 
capable d’engendrer des symptômes et de se répliquer. Aucune réplication virale n’a été 
détectée après inoculation de RHDV chez 28 différentes espèces de vertébrés (Gould et al. 
1997). D’autres études expérimentales similaires sur différentes espèces de lièvres ont montré 
l’absence de sensibilité de ces espèces au RHDV (Lavazza, Scicluna, Capucci 1996). Enfin, 
aucune contamination chez l’homme n’ayant été rapporté depuis l’émergence du virus, la 
RHD n’est pas considérée comme zoonotique. Le RHDV apparait donc comme un virus très 
spécifique de son hôte. Par ailleurs, il a été montré que deux sous-espèces, O. cuniculus 
algirus et O. cuniculus cuniculus, étaient autant sensibles l’une que l’autre au RHDV (Muller 
et al. 2009). 
 Cependant, cet aspect de spécificité semble de plus en plus controversé. En effet, une 
étude plus récente de 2011 a mis en évidence la présence de génome de RHDV chez des 
rongeurs (Mus spretus et Apodemus sylvaticus) vivant dans la même niche écologique que le 
lapin de garenne. Bien qu’aucun signe clinique n’ait été observé, jamais le RHDV n’avait déjà 
été détecté ailleurs que chez O. cuniculus (Merchán et al. 2011). Ces résultats mettent alors en 
avant un potentiel portage asymptomatique, voire un moyen de transmission du virus par 
diverses espèces. 
Plus récemment en 2014, une étude s’est intéressée à deux lièvres ibériques (L. 
granatensis) retrouvés morts en 1996 et 1998 respectivement. L’analyse nécropsique a révélé 
des lésions compatibles avec une infection par un Lagovirus. Les souches virales ont été 
séquencées puis une analyse phylogénétique de la protéine de capside a identifié les souches 
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comme étant des RHDV. C’est la première mise en évidence d’une infection létale chez une 
autre espèce que le lapin de garenne par le RHDV (Lopes, Marques, et al. 2014). 
En 2015, une étude épidémiologique a mis en évidence chez le lapin à queue blanche 
ou lapin de Floride (Sylvilagus floridanus) la présence d’anticorps anti-RHDV chez 33.7% 
des animaux collectés. Bien que les titres en anticorps fussent relativement faibles et qu’aucun 
RHDV ne fut détecté, la séroprévalence pour le RHDV était supérieure à celle pour l’EBHSV. 
Finalement, cette espèce ne semble pas sensible au RHDV puisqu’elle ne développe aucun 
signe clinique lors d’inoculation expérimentale du virus (Lavazza et al. 2015). Cela suggère 
tout de même la possibilité d’un portage asymptomatique du RHDV par le lapin de Floride. 
ii. Le RHDV2 
En plus d’affecter le lapin européen, une des principales particularités du RHDV2 est 
sa capacité à franchir la barrière d’espèces et d’entrainer des symptômes chez différentes 
espèces de lièvres. 
C’est pour la première fois en 2013 qu’une étude met en évidence la présence de 
RHDV2 chez des lièvres suite à une épizootie en Sardaigne en 2011. En effet, les 
présentations cliniques et nécropsiques de plusieurs lièvres du Cap (L. capensis 
mediterraneus) paraissaient identiques à celles de la RHD retrouvées chez le lapin de garenne. 
Après isolement, séquençage et analyse de la particule virale responsable, le RHDV2 fut 
identifié comme l’agent pathogène responsable (Puggioni et al. 2013). Le virus est par la suite 
retrouvé comme cause d’EBHS-like chez d’autres espèces de lièvres. Il est isolé la même 
année chez des lièvres corses (L. corsicanus) vivant dans la même niche écologique que les 
lapins O. cuniculus (Camarda et al. 2014), avant d’être retrouvé en 2017 chez le lièvre brun 
(L. europaeus) en Europe et Australie (Velarde et al. 2017; Hall et al. 2016) et chez le lièvre 
variable (L. timidus) (Le Gall-Reculé et al. 2017). 
Enfin, une étude épidémiologique réalisée par SAGIR en 2015 a évalué la prévalence 
d’EBHSV et RHDV2 chez les lièvres responsables d’EBHS ou EBHS-like. Parmi les 
infections bien dues à un Lagovirus, 62% étaient dues à l’EBHSV, 37% au RHDV2, et 1% à 
une coinfection des deux virus (Le Gall-Reculé et al. 2017). Cela souligne l’importance du 




L’EBHSV est connu pour sa spécificité envers différentes espèces de lièvres, dont la 
première identifiée est le lièvre brun (L. europaeus). En 2005, une étude montre que le lièvre 
variable (L. timidus) est sensible à ce virus et susceptible d’être infecté lorsque les lièvres 
bruns avec lesquels il vit sont également présents en faible densité (Syrjälä, Nylund, 
Heinikainen 2005). Enfin, le lièvre corse pourrait lui aussi constituer une potentielle espèce 
sensible à ce virus (Alves, Ferrand, Hackländer 2008). 
Une étude en 2002 a cependant mis en évidence que, tout comme les lièvres, les lapins 
à queue blanche (S. floridanus) étaient sensibles à l’EBHSV (Tizzani et al. 2002). C’est la 
seule espèce de lapin qui est à ce jour affectée par ce virus. 
b. Facteurs de sensibilité et réceptivité 
Dans une espèce donnée, tous les individus ne sont pas autant réceptifs ou sensibles 
les uns que les autres. Ainsi, plusieurs facteurs mis en évidence semblent avoir une influence 
sur la maladie. 
i. Âge 
La sensibilité au RHDV est nettement influencée par l’âge des lapins. En effet, il 
apparait que les individus âgés de moins d’un mois sont insensibles au virus par le fait qu’ils 
ne développent aucun signe clinique. Entre un et deux mois, les lapereaux deviennent 
progressivement sensibles, mais seul un faible pourcentage d’entre eux est généralement 
infecté. Enfin, à l’âge de trois mois, les jeunes individus sont autant sensibles que les adultes 
(Xu 1991). Plusieurs hypothèses ont été émises pour expliquer ce phénomène. 
L’hypothèse la plus « simpliste » correspond à la présence d’anticorps d’origine 
maternelle (AOM) offrant une protection plus ou moins longue face au virus. Il a été montré 
que les jeunes lapins recevaient des IgG anti-RHDV à travers le placenta via un transport actif 
durant les derniers jours de gestation. Ces dernières peuvent ensuite persister en moyenne 8 
semaines, avec un maximum pouvant atteindre 12 semaines. Ces durées sont compatibles 
avec les constats émis précédemment quant à l’augmentation de sensibilité des jeunes jusqu’à 
l’âge de 3 mois. Par ailleurs, ces AOM semblent réduire les signes cliniques lors d’infections 
par le RHDV (Cooke et al. 2000). Ces informations semblent cependant controversées par une 
étude plus ancienne. En effet, il a été montré en 1991 que de jeunes lapins âgés de 20 à 40 
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jours dépourvus en AOM anti-RHDV pouvaient survivre à l’infection au RHDV. Il est tout de 
même possible que constater que tous les jeunes infectés n’ont pas survécu à la maladie, les 
plus âgés en particulier. Cette étude tend donc à remettre en cause l’implication de l’immunité 
passive vis-à-vis de la résistance au virus (Rodak, Smid, Valicek 1991). 
Un des caractéristiques du RHDV est d’être capable d’agglutiner les érythrocytes de 
l’Homme et de se lier aux cellules épithéliales de l’appareil respiratoire supérieur et du tractus 
digestif des lapins en utilisant les antigènes A, B et H, antigènes rentrant en jeu dans le 
système des groupes sanguins (HBGAs). Ces antigènes ne sont donc pas uniquement 
retrouvés à la surface des érythrocytes mais aussi au niveau des muqueuses du tractus digestif 
et de l’appareil respiratoire supérieur. Une étude réalisée en 2000 se pencha sur la liaison 
particulière qu’avait le RHDV vis-à-vis des antigènes A et H de type 2. Il a d’abord été mis en 
évidence que le RHDV ne se liait quasiment pas sur les cellules épithéliales des très jeunes 
lapins, en raison du fait que les antigènes A et H de type 2 y étaient très peu exprimés. Plus 
précisément, l’âge d’apparition des deux antigènes a été évalué au niveau des cellules 
épithéliales. Il est montré que l’antigène H de type 2 n’apparait qu’à partir de la 3ème semaine. 
Son expression devient maximale au bout de la 10ème semaine. L’antigène A quant à lui 
n’apparait qu’à partir de la 8ème semaine et atteint son maximum au bout de la 12ème semaine 
(Ruvoën-Clouet et al. 2000). Ces résultats semblent donc coïncider avec l’évolution 
progressive jusqu’à 8-12 semaines de la sensibilité des jeunes lapins face au RDHV. Par 
ailleurs, le système d’antigènes A, B et H semble être étroitement lié à la sensibilité d’un 
individu au RHDV : une étude plus récente sera développée plus loin dans la partie II.C.4.b. 
Ce système de liaison entre les HBGAs et le RHDV n’est probablement pas le seul 
mécanisme. En effet, la recherche de ces antigènes au niveau des hépatocytes est arrivée à la 
conclusion qu’ils n’étaient pas présents au niveau de ces cellules. Le foie étant l’organe 
majoritairement atteint lors d’infection, au moins un autre récepteur cellulaire hépatique doit 
exister (Ruvoën-Clouet et al. 2000; Abrantes et al. 2012). 
Un autre processus lié à l’âge des lapins a été mis en avant vis-à-vis de la réponse 
immunitaire engendrée par le RHDV. Une étude basée sur des analyses au microscope 
électronique a comparé 36 à 48 h post-inoculation virale l’aspect histologique des infiltrations 
leucocytaires du foie chez des lapins adultes (sensibles) et des lapins jeunes (résistants). 
L’étude montre chez les adultes infectés une infiltration leucocytaire principalement 
constituée d’hétérophiles localisées aux abords d’hépatocytes en dégénérescence, tandis que 
chez les jeunes, non malades, l’infiltration est dominée par de nombreux lymphocytes situés 
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en contact direct des hépatocytes sains. Ces résultats suggèrent l’existence d’une présentation 
d’antigène viral en surface des hépatocytes, alors reconnu par les lymphocytes adjacents. 
Chez l’adulte, l’atteinte précoce des hépatocytes ne permettraient pas d’arriver à ce 
mécanisme (Ferreira et al. 2005). 
Une étude de 2014 a montré l’importance de l’immunité innée chez les jeunes lapins. 
Une immunosuppression a tout d’abord été induite par injection de méthylprednisolone chez 
de jeunes individus. Une inoculation intramusculaire de RHDV a ensuite été effectuée, 
rendant tous les lapins sensibles avant de mourir au bout de 3 jours. L’analyse 
histopathologique a mis en évidence une dégénérescence des hépatocytes et une infiltration 
leucocytaire majoritairement dominée d’hétérophiles. Cette étude démontre donc que 
l’immunité innée des lapereaux semble participer à la résistance face au RHDV et être 
différente de celle des adultes sensibles (Marques et al. 2014).  
Lors de l’émergence du RHDV2, plusieurs mortalités inhabituelles allant jusqu’à 50% 
ont été objectivées chez de jeunes individus de moins de 35 jours. Ces constats tendent à faire 
penser que les lapereaux sont plus sensibles aux souches de RHDV2 qu’à celles de RHDV 
(Dalton et al. 2012). 
ii. Race et sexe 
A ce jour, aucune prédisposition entre mâles et femelles n’est rapportée. La race ne 
semble pas non plus avoir une influence (Ohlinger, Haas, Thiel 1993; Marchandeau et al. 
1998). 
iii. Aspects climatiques 
Le climat apparait comme facteur influençant la propagation du RHDV et sa capacité à 
provoquer des épizooties. En effet, il a été constaté que l’impact du virus était moindre dans 
les régions plutôt humides et tempérées, tandis que de fortes mortalités étaient provoquées en 
zones arides et chaudes. L’association de fortes températures et d’une forte humidité ne serait 
cependant pas favorable à la persistance et propagation du virus dans la région. De ce fait, la 
dissémination du virus est variable d’une saison à une autre. Ces aspects sont probablement 
liés à l’activité saisonnière des vecteurs du RHDV et aux variations de densité de lapins 
(Cooke, Fenner 2002; Henzell, Cunningham, Neave 2002). 
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iv. Gestion d’élevage 
La gestion et la conception des élevages de lapins influent sur la virulence du RHDV. 
En effet, dans un élevage où la densité d’animaux n’est pas aberrante, le taux de morbidité est 
estimé à 30% avec des pertes pouvant se limiter à quelques animaux. A contrario, un élevage 
intensif pourra atteindre un taux de morbidité de 80%, voire perdre jusqu’à 90% de ses 
animaux dans certains cas. L’hygiène au sein de l’élevage est également un élément à prendre 
en compte afin de limiter la propagation du virus (Mitro, Krauss 1993). 
v. Immunodépression et infections concomitantes 
Comme pour beaucoup d’autres maladies infectieuses, une immunodépression est un 
facteur favorisant la mise en place de le RHD. Ainsi, toute infection concomitante, infestation 
parasitaire ou encore stress d’élevage capable d’engendrer une baisse d’immunité peut 
faciliter le développement de la maladie. Une étude de 2004 a suggéré que 
l’immunosuppression induite par le virus de la myxomatose pouvait faciliter l’infection par le 
RHDV (Marchandeau et al. 2004). 
vi. Statut vaccinal 
Depuis l’émergence de la maladie, plusieurs vaccins efficaces ont été élaborés, tout 
d’abord protégeant contre les souches de RHDV/RHDVa, puis ensuite contre celles de 
RHDV2 en raison du manque d’efficacité des premiers vaccins (Le Gall-Reculé, 
Zwingelstein, Boucher, et al. 2011). Ainsi, différentes études ont mis au point et/ou évalué 
l’efficacité de différents vaccins : la protection vaccinale est excellente jusqu’à 100% dans 
certains cas (Bertagnoli, Gelfi, Le Gall, et al. 1996; Bertagnoli, Gelfi, Petit, et al. 1996; 
Spibey et al. 2012; Le Minor et al. 2013; Drews et al. 2011). L’étude approfondie de ces 
vaccins sera réalisé dans la partie II.H.2.b.  
vii. Protections croisées 
Lors d’épizooties, plusieurs cas cliniques de RHD atypiques ont été retrouvés dans 
différents pays et notamment en Australie. Les animaux présentaient des signes cliniques 
compatibles avec la RHD mais à des intensités variables, et un taux de mortalité 
inhabituellement faible. Il a par la suite été mis en évidence que ces lapins étaient infectés par 
des souches non pathogènes, dites RCVs. Après plusieurs analyses immunologiques, il a été 
montré que certains RCVs étaient capables d’induire la production d’anticorps sériques 
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générant une protection croisée face au RHDV (Nagesha et al. 2000; Strive et al. 2010; Le 
Gall-Reculé, Zwingelstein, Fages, et al. 2011; Strive et al. 2013). Ces protections dites 
croisées entre RHDV et RCVs sont en réalité complexes et seront détaillées dans la partie 
III.D.2. 
2. Sources virales et modes de transmission 
a. Transmissions directes 
La principale source de contagiosité correspond aux animaux malades au sein de la 
population. La voie féco-orale constitue l’essentielle voie de transmission, mais le virus a 
également été identifié dans toutes les sécrétions et excrétions de l’animal. La persistance du 
RHDV est par ailleurs longue puisqu’il a pu être retrouvé jusqu’à 4 semaines post-infection 
chez des lapins ayant survécu (Ohlinger, Haas, Thiel 1993; Morisse, Le Gall-Reculé, Boilletot 
1991).  
Une autre source similaire correspond au portage par les jeunes individus. Comme 
expliqué précédemment, le virus n’engendre chez les lapereaux que peu voire pas de 
manifestation clinique. Ils restent tout de même réceptifs à l’infection et peuvent transmettre 
directement le virus aux adultes avant toute séroconversion. Bien que l’infection du jeune 
reste atténuée par rapport à l’adulte, leur rôle dans la dissémination au sein des groupes 
d’individus lors d’épizootie ne semble pas négligeable (Matthaei et al. 2014).  
b. Transmissions indirectes 
Le RHDV semble être un des Caliciviridae les plus stables et résistants dans 
l’environnement. Il ne semble pas être altéré lors de chute des températures, une étude ayant 
montré que sa capacité infectieuse restait conservée après 9 mois passés à 4°C (Gregg, House, 
Berninger 1991). Une fois sécrété dans l’environnement par un lapin malade, le virus peut 
garder son potentiel infectieux au moins 1 mois à température ambiante. De façon similaire, le 
RHDV est capable de rester contagieux au moins 3 mois post-mortem sur des carcasses de 
lapins (Henning et al. 2005). La voie de transmission indirecte via l’environnement et les 
carcasses d’animaux, alors réservoirs du RHDV, semble donc majeure dans la propagation de 
la maladie. 
Un autre mode de transmission a également été répertorié. En cherchant comment le 
virus a pu quitter Wardang Island pour rejoindre l’Australie, le portage du virus par des 
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insectes vecteurs a été soupçonné. Une étude a en effet montré que plusieurs espèces 
d’insectes étaient capables de porter et transmettre le RHDV. D’abord mis en évidence avec 
Musca vetustissima, le virus a ensuite été retrouvé chez de nombreuses autres espèces 
d’insectes dont Calliphora dubia, C. stygia, Aedes postspiraculosis, Ae. notoscriptus, 
Chrysomya rufifacies et Ch. varipes (McColl et al. 2002). La transmission chez l’animal sain 
a été mise en évidence expérimentalement, confirmant alors cette hypothèse. Ce mode de 
transmission explique en partie la rapidité de propagation du RHDV à grande échelle, mais 
aussi la concomitante prolifération de l’espèce M. vetustissima avec la dissémination du virus 
en Australie (Cooke 2002). 
D’autres vecteurs ont par la suite été recherchés. Au sein des mammifères, plusieurs 
espèces ont été soupçonnées/identifiées comme porteuses asymptomatiques du virus. En ce 
qui concerne le RHDV et comme expliqué précédemment, S. floridanus est suspect de 
véhiculer le virus (Esteves et al. 2015). Du côté de l’EBHSV, deux prédateurs du lièvre ont 
récemment été identifiés. Le virus a en effet pu être isolé en 2016 à partir de contenu 
intestinal de renard roux (Vulpes vulpes), puis en 2018 sur les fèces récupérés sur une carcasse 
d’un loup gris (Canis lupus) au Nord de l’Italie (Di Profio et al. 2018; Chiari et al. 2016). Ces 
deux découvertes montrent ainsi leur potentiel rôle dans une transmission indirect de 
l’EBHSV, sans pouvoir affirmer toutefois que le virus excrété dans les fèces reste susceptible 
d’infecter un nouvel individu. 
Compte-tenu de ces différentes voies et modes de contamination, il est alors possible 























Etant donné  les fortes similitudes entre le RHDV et l’EBHSV, seuls les aspects 
virologiques du RHDV seront développés ici.  
1. Morphologie 
C’est en 1989 que Lavazza et Vecchi identifient les premières particules virales 
comme responsables de la RHD, et le virus est alors classé parmi les Caliciviridae (Wibbelt, 
Frölich 2005). 
Le virion est non enveloppé et d’un diamètre variable entre 32 et 40 nm. Comme vu 
précédemment, il présente en sa surface des dépressions en forme de calice avec une symétrie 
icosaédrique T = 3, visibles en microscopie électronique à coloration négative comme 






































Figure 4 : Visualisation du RHDV au microscope électronique en coloration négative. D’après (Wang et 
al. 2013). 
 
Par ailleurs, la différenciation entre le RHDV et l’EBHSV est impossible uniquement 
à l’aide d’un microscope électronique (Wirblich et al. 1994). Les VP60 forment la principale 
partie de la capside du virion, comprenant 180 protéines de capsides organisées en 90 
dimères, responsables des propriétés antigéniques du virus. Cependant lors de l’assemblage 
dans la cellule hôte, leur agencement et auto-assemblage peuvent constituer des virus-like 
particules (VLP), capsides dépourvus de matériel génétique à l’intérieur mais conservant les 
mêmes caractéristiques morphologiques et antigéniques que le virus original, induisant une 
réponse immunitaire sans déclarer d’infection. Ces VLP sont donc de taille similaire au virion 
original et possèdent les mêmes dépressions en forme de calice à leur surface. Elles sont ainsi 
également visualisables au microscope électronique comme le montre la Figure 5 (Hu et al. 
2010; Nagesha et al. 1995; Gromadzka et al. 2006). 
Figure 5 : Visualisation des VLP au microscope électronique en coloration négative. Le grossissement 




Le RHDV peut également présenter une autre forme morphologique. Lors d’infection 
subaiguë ou chronique, des core-like particules (CLP) du virus sont retrouvées dans la rate et 
le foie. Ces CLP ne sont cependant pas identifiées dans la circulation sanguine. La surface de 
ces particules ne présente aucune aspérité (les CLP sont également appelées « particules 
lisses » ou « smooth-RHDV » ou « s-RHDV »), et le virion mesure en moyenne 25 à 29 nm. 
La Figure 6 illustre la représentation en cryo-microscopie électronique du RHDV original et 
des CLP. 
Figure 6 : Cryo-microscopie électronique d’un RHDV intact et d’une CLP. L’échelle de couleur indique la 
distance de la surface depuis le centre du virion. Les symboles rouges représentent les axes de symétries 5, 
3 et 2 de la capside. Les lettres A, B et C correspondent à des sous-unités formant entre-elles des 
capsomères intervenants dans la symétrie du virion. D’après (Hu et al. 2010). 
 
Il a été mis en évidence que les CLP correspondent en réalité à la portion N-terminale 
des VP60. Par ce fait, à la différence de la forme classiquement retrouvée, celles-ci ne 
possèdent aucun pouvoir hémagglutinant. Il est cependant notable qu’elles interagissent tout 
de même avec des anticorps monoclonaux anti-VP60. La formation des CLP est supposée être 
due à un processus de dégradation d’immuns complexes formés entre le RHDV et des IgM au 
début de la réponse humorale lors d’infection, mais également d’autres hypothèses existent 
comme celle soutenant que leur origine est due à une expression incomplète du génome viral 
codant pour la VP60 (Hu et al. 2010). 
La VP60 est composée de trois domaines incluant le bras N-terminale (NTA), le 
domaine S (pour « shell ») et le domaine P (pour « protrusion ») divisé en deux sous-
domaines P1 et P2. Ces différents domaines sont plus ou moins variables au sein des 
Caliciviridae. En effet, il est constaté que le domaine S est plutôt bien conservé dans la 
famille tandis que les sous-domaines P1 et P2 sont davantage variables, P1 étant conservé  de 
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façon modérée et P2 étant hypervariable. Le bras N-terminale se replie sur le domaine S et 
joue un rôle important dans l’assemblage des virions, Le domaine P, et notamment le sous-
domaine P2, est quant à lui responsable des propriétés antigéniques du RHDV et de sa liaison 
aux cellules (Wang et al. 2013; Hu et al. 2010; Abrantes et al. 2012). Une représentation 
schématique est illustrée Figure 7. 
Figure 7 : Représentation schématique en 3 dimensions de la structure de la VP60. Celle-ci est subdivisée 
plusieurs parties : la portion NTA, le domaine S, les sous-domaines P1 et P2, ainsi qu’une boucle L1 
formée au niveau de P2. D’après (Moreno et al. 2016). 
 
2. Structure et organisation génomique 
Le RHDV est séquencé pour la première fois en 1991 (Meyers, Wirblich, Thiel 1991). 
Le virus dispose d’un ARN monocaténaire de polarité positive de 7437 pb contenant deux 
cadres de lecture ouverts, ORF1 et ORF2. Lors de la réplication virale, un ARN 
subgénomique d’environs 2.2 kb codant pour la VP60 et la VP10 est transcrit et contribue à la 
production de très nombreux virions. Les deux fragments d’ARN sont, comme pour les autres 
Caliciviridae, polyadénylés sur leur extrémité 3’ et liés de façon covalente à un résidu Tyr-21 
avec une protéine VPg de 10-15 kDa sur leur extrémité 5’, permettant leur intégration dans le 
virion (Hu et al. 2010; Abrantes et al. 2012). 
L’ORF1, comprenant les nucléotides 10 à 7044, code pour un polypeptide de 257 kDa, 
clivé par la suite par une trypsine-like cystéine protéase en protéines non structurales et la 
protéine majeure de capside VP60. Les protéines non structurales regroupent les protéines 
p16, p23 et p29, une hélicase, une ARN polymérase ARN-dépendante, une trypsine-like 
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cystéine protéase et la VPg. Le rôle des protéines p16, p23 et p29 demeure encore mal connu. 
L’ORF2, comprenant les nucléotides 7025 à 7378, code quant à lui pour la protéine mineure 
de capside VP10, protéine favorisant la réplication virale, induisant l’apoptose et régulant 
l’expression de la VP60. La VP10 joue ainsi un rôle dans la régulation de la réplication virale 
et l’émission des virions de la cellule infectée  (Hu et al. 2010; Abrantes et al. 2012). Il est 
ainsi possible de schématiser l’organisation des ARNs génomique et subgénomique comme 
l’illustre la Figure 8. 
Figure 8 : Organisation génomique du RHDV. L’ORF1 code pour une polyprotéine permettant par la 
suite l’obtention des protéines p16, p23, une hélicase, p29, la VPg, la protéase, la RdRp et la VP60. Les 
sites de clivage de la polyprotéine sont indiqués par une pointe de flèche. L’ORF2 code pour la VP10. 
L’ARN subgénomique code quant à lui uniquement pour la VP60 et la VP10. D’après (Abrantes et al. 
2012). 
 
3. Cycle viral 
Le cycle viral est semblable à celui des autres Caliciviridae représenté Figure 9 (les 
étapes mentionnées ci-dessous dans le texte font références à celles figurées sur le schéma). 
Le virion reconnait tout d’abord la cellule cible via ses récepteurs cellulaires, notamment via 
les HBGAs (Ming, Xi 2010), puis est internalisé (étape 1). L’ARN viral est alors décapsidé 
(étape 2) et la protéine VPg rentre en interaction avec les différents acteurs intervenant dans la 
traduction chez les Eucaryotes. La polyprotéine est traduite (étape 3) puis clivée (étape 4), 
permettant l’obtention des protéines non structurales. Ces dernières s’associent et participent à 
la formation d’un complexe enzymatique (étape 5) afin de synthétiser l’ARN antigénomique 
(étape 6). Ce dernier sert alors de matrice support pour la synthèse de nombreux ARNs 
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génomiques et subgénomiques (étapes 7 et 8). Ces deux ARN obtenus, plusieurs réplications 
du génome peuvent s’effectuer ainsi que leur traduction (étape 9). Les différentes protéines 
structurales et non-structurales sont ainsi synthétisées et l’encapsidation de l’ARN génomique 
est réalisée (étape 10). Les virions sont ensuite libérés à l’extérieur de la cellule (étape 11) 
(Rohayem et al. 2010).  
Figure 9 : Cycle de réplication des Caliciviridae. Les carrés gris numérotés correspondent aux différentes 
étapes du cycle viral. D’après (Abrantes et al. 2012). 
 
4. Propriétés 
a. Propriétés physico-chimiques 
Comme précédemment évoqué, le RHDV est relativement résistant dans 
l’environnement. Différentes propriétés physico-chimiques sont ici détaillées, sans rappeler 
toutefois sa capacité à persister dans l’environnement ou dans des carcasses en milieu naturel.  
Le virus est résistant à différentes gammes de températures tout en gardant son 
potentiel infectieux. Plusieurs études expérimentales ont montré que le RHDV peut perdurer 
au sein de suspension d’organe plus de 225, 413 et 560 jours respectivement à 4°C, -5°C et -
20°C. Face à des températures élevées, le virus subsiste au moins 2 jours à 60°C, que ce soit 
en suspension d’organe ou sur matériel inerte (Xu 1991; Smíd et al. 1991). 
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Comme beaucoup de Caliciviridae entériques, le RHDV présente une résistance à 
l’inactivation à pH bas. Une étude a mis en évidence une persistance de sa capacité 
d’infection après 30 min passées dans un milieu à pH 3.0 (Xu 1991). 
Le virus est également résistant à plusieurs types de détergents. Le fait que le RHDV 
soit un virus non enveloppé le rend peu sensible aux désinfectants lipophiles (Doultree et al. 
1999). La même étude ayant testé sa résistance à une baisse du pH a également montré une 
persistance du virus dans 20% d’éther  toute une nuit à 4°C ou dans 10% de chloroforme avec 
agitation durant 10 minutes (Xu 1991). Le RHDV est tout de même inactivé par des solutions 
d’hydroxyde de sodium à 1% ou autres agents chimiques élevant le pH à plus de 12, 
détruisant les protéines virales. Des traitements à 1.0-1.4% de formaldéhyde ou à 0.2-0.5% de 
béta-propiolactone à 4°C inactivent le RHDV, sans pour autant estomper son pouvoir 
immunogène (OIE - World Organisation for Animal Health 2009). 
b. Attachement, reconnaissance et HBGAs 
L’attachement du virus aux cellules cibles constitue la première étape de l’entrée dans 
celle-ci. Chez les Caliciviridae, les facteurs d’attachement ou ligands sont essentiellement des 
carbohydrates et plus précisément chez le RHDV, des glycanes fucosylés des antigènes du 
groupe sanguin (également présents dans les tissus, ils sont appelés « histo-blood group 
antigens » ou HBGAs). Une récente étude s’est penchée sur la spécificité de l’attachement du 
virus aux différents HBGAs, selon la souche virale ou l’espèce de lagomorphe considérée, 
l’objectif étant d’apporter de premières informations pouvant expliquer la spécificité d’hôte 
des différentes souches (Lopes et al. 2017). 
Tout d’abord, les lapins peuvent présenter les phénotypes A+B+, A-B-, A+B-, A-B+ 
selon l’expression des antigènes A ou B au niveau intestinal. Les antigènes H, exprimés dans 
tous les cas, permettent la mise en place des deux autres antigènes à la surface cellulaire. 
Ainsi, tous les phénotypes expriment l’antigène H mais seul le phénotype A-B- ne dispose que 
de ce dernier. Par ailleurs, il a été constaté que le phénotype A-B+ était très peu fréquent par 
rapport aux autres. Ainsi, à partir de phénotypes A+B+, A-B-, A+B-, l’étude montre que le 
RHDV classique présente une affinité forte pour les antigènes B, une intermédiaire pour les 
antigènes A et une faible pour les antigènes H. Les souches de RHDV2 quant à elles semblent 
suivre les mêmes préférences mais de façon nettement atténuée, étant ainsi moins regardante 
envers le phénotype. 
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Concernant l’EBHSV, l’étude met en évidence un glycane spécifique nettement 
distinct de ceux utilisés par les RHDV. Par ailleurs, ces glycanes semblent préférentiellement 
présents au niveau de la trachée et de l’intestin grêle des lièvres. 
De la même façon, la présence des HBGAs au niveau de la trachée et de l’intestin 
grêle, portes d’entrée préférentielles du virus, a été estimée chez O. cuniculus, L. europaeus et 
S. floridanus par immunohistochimie (Figure 10). Il apparait alors que les antigènes A sont 
retrouvés en quantité dans la trachée et les intestins d’O. cuniculus et L. europaeus, mais en 
quasi voire nulle quantité chez S. floridanus. L’antigène B est quant à lui absent de la trachée 
mais présent dans l’intestin d’O. cuniculus, totalement absent chez L. europaeus mais 
retrouvé et dans la trachée et dans l’intestin grêle de S. floridanus. Enfin, l’antigène H est 
retrouvé partout chez O. cuniculus et S. floridanus mais nulle part chez L. europaeus. Par 
ailleurs, les mêmes résultats ont été obtenus entre trachée et muqueuse nasale chez deux 
lièvres et deux lapins. 
Ainsi, compte-tenu de l’affinité préférentielle des souches pour les HBGAs et 
l’expression de ces derniers selon la localisation organique et l’espèce, il est alors possible de 
comprendre pourquoi certaines interactions hôte-virus existent ou n’existent pas. Cependant, 
ces premiers résultats ne permettent pas à eux seuls d’expliquer totalement la spécificité 
d’hôte des virus et notamment pourquoi S. floridanus n’est pas sensible au RHDV classique 
(alors que des antigènes B sont présents) mais l’est face à l’EBHSV (alors que le résidu cible 
de ce virus n’est pas exprimé). Cette étude permet tout de même d’établir la conclusion que 
l’expression des glycanes selon l’espèce semble intervenir dans la spécificité d’espèce hôte 
des Lagovirus.  
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Figure 10 : Expression des antigènes A, B et H aux niveaux trachéal et entérique chez plusieurs 
lagomorphes. Immunohistochimie de sections de trachée (partie supérieure) et de duodénum (partie 
inférieure) chez O. cuniculus, L. europaeus et S. floridanus par l’utilisation d’anticorps monoclonaux anti-
A et anti-B et d’UEA-I (lectine d’Ulex europaeus I) pour l’antigène H. Les grossissements concernant la 
partie supérieure et la partie inférieure sont respectivement de x400 et x200. D’après (Lopes et al. 2017). 
 
c. Variabilité antigénique 
Comme expliqué précédemment, c’est la protéine majeure de capside VP60 et plus 
précisément son sous-domaine P2 qui est responsable des propriétés antigéniques. 
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De ce fait, les VLPs, formées uniquement à partir des VP60, conservent les propriétés 
antigéniques du RHDV bien que dépourvues de génome viral. En effet, une étude a mis en 
évidence que des anticorps monoclonaux et polyclonaux anti-RHDV ont présenté une 
immunoréaction contre les VLPs, confirmant la similarité des épitopes avec le RHDV. Par 
ailleurs, ces VLPs restent capables d’hémoagglutiner les érythrocytes humains. Leur 
utilisation dans l’élaboration de vaccin représente de ce fait un grand intérêt et sera développé 
ultérieurement dans la partie II.H.2.b (Nagesha et al. 1995). 
Des ressemblances antigéniques ont été mises en évidence entre le RHDV et 
l’EBHSV. Après inoculations d’EBHSV chez des lapins et de RHDV chez des lièvres, des 
recherches et titrations d’anticorps anti-EBHSV et anti-RHSV ont été effectuées. Les lièvres 
ayant reçu une inoculation d’EBHSV ont par la suite présenté un faible titre en anticorps anti-
RHDV, tandis qu’ils étaient initialement séronégatifs au RHDV. Cela suggère l’existence 
d’un déterminant antigénique commun entre les deux virus, comme il avait déjà été évoqué 
lors d’une étude confrontant le RHDV et EBHSV à plusieurs anticorps monoclonaux 
(MAbs) : 6 sur 8  MAbs reconnaissaient les épitopes à la fois du RHDV et de l’EBHSV. Un 
faible titre en anticorps anti-EBHSV a également été trouvé chez les lapins ayant été inoculés 
par de l’EBHSV. Une épreuve virulente a cependant montré qu’aucune protection n’avait été 
induite de la part des anticorps anti-EBHSV. De ce fait, et malgré leurs ressemblances, les 
deux virus présentent tout de même des épitopes neutralisant différents : dans l’étude 
précédemment évoquée, les 2 autres MAbs sur les 8 n’avaient réagi spécifiquement qu’avec le 
RHDV (Nauwynck et al. 1993). 
En 1998 en Italie est mis en évidence une souche de RHDV présentant quelques 
propriétés antigéniques distinctes de celles de RHDV jusqu’alors connues. Présentant la 
même pathogénicité, la souche fût nommée RHDVa. Cette souche ne présentait aucune 
réaction vis-à-vis du MAbs 1H8 (anticorps permettant une protection contre la RHD) et seule 
une faible réaction fut observée avec du sérum de lapin ayant déjà rencontré le RHDV. 
Malgré ces différentes antigéniques, les individus vaccinés contre le RHDV furent protégés 
lors d’inoculation de RHDVa. La similarité de structure de la VP60 était de 93% par rapport 
au RHDV, avec notamment une importante variation entre les acides aminées 344 et 370 avec 
seulement 70% de ressemblance au RHDV, séquence intervenant probablement dans la 
reconnaissance entre l’épitope et le MAbs 1H8 (Capucci et al. 1998). 
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Les analyses phylogénétiques ont permis de préciser la variabilité génétique du 
RHDV. De de nos jours, les souches de RHDV sont réparties en 6 génogroupes G1 à G6, dont 
le 6ème G6 correspond aux souches de RHDVa qui restent légèrement distinctes des 5 autres. 
En ce qui concerne la France, l’arrivée des génogroupes se serait faite ainsi : les génogroupes 
G1, G2 et G3 seraient d’abord apparues, avant de laisser la place aux génogroupes G4 et G5, 
puis finalement le RHDVa (Abrantes et al. 2012; Le Gall-Reculé et al. 2003). Dans la suite de 
cet écrit, le RHDVa sera indifféremment considéré du RHDV classique à moins que la 
distinction ne soit mentionnée. 
Le RHDV2, capable d’infecter un panel d’espèces bien plus large que le RHDV, 
présente un profil antigénique distinct. Une première étude a permis de montrer que plusieurs 
MAbs anti-VP60 du RHDV ne réagissaient pas avec les souches de RHDV2 (Le Gall-Reculé 
et al. 2013). D’autres par la suite ont mis en évidence des différences entre les épitopes du 
RHDV et RHDV2, toujours à l’aide de MAbs. En particulier, le MAbs 1C9 ne réagissait 
qu’avec la VP60 du RHDV, suggérant une variation antigénique du RHDV2 importante 
(Bárcena et al. 2015). 
D. Pathogénie 
1. Voies d’entrée et dissémination du virus 
Les  principales voies d’entrée du virus semblent être avant tout la voie oro-nasale lors 
d’ingestion (fèces, carcasses…) ou d’inhalation du virus, des tissus conjonctifs et enfin la voie 
transcutanée lors de brèches (Marcato et al. 1991). Le virus se répliquerait initialement dans 
les macrophages alvéolaires, avant d’être disséminé par la circulation sanguine (Kimura et al. 
2001). Rapidement, le virus se retrouve dans le foie (12 heures), la rate (36 heures), les reins 
(moins de 72 heures) puis la trachée. A 72 heures, la charge virale présente dans ces différents 
tissus devient supérieure à la concentration sérique, suggérant ainsi une potentielle réplication 
au niveau de ces organes. Le virus est également retrouvé dans d’autres organes, comme le 
cœur ou les poumons, mais à des concentrations inférieures à celle du compartiment 
vasculaire, laissant supposer qu’il s’agit d’une simple dissémination virale via le sang pour 
ces organes (Prieto et al. 2000; Liu, Dang, Wang 2015).  
2. Tropisme viral 
Bien que le RHDV atteint de nombreux tissus, le principal lieu de la réplication virale 
se situe au sein des hépatocytes (Gelmetti et al. 1998). 
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L’atteinte des hépatocytes est d’abord localisée en région centroacineuse avant de 
s’étendre en région périlobulaire comme l’illustre la Figure 11 (Prieto et al. 2000; Jung et al. 
2000). L’infection des cellules hépatiques se poursuit durant toute l’évolution de la RHD chez 
son hôte. Si l’individu meurt de la maladie, le virus est retrouvé encore longtemps dans le foie 
et le reste de la carcasse après sa mort. S’il survit à l’infection, comme c’est le cas des jeunes 
lapins, le foie parvient à se débarrasser du virus et à se régénérer (Marques et al. 2014). 
Figure 11 : Immunohistochimie hépatique chez un lapin adulte à 24 heures post-infection. La coloration 
met en évidence la répartition périlobulaire des virions. D’après (Prieto et al. 2000). 
 
D’autres cellules cibles du virus, dont certaines pourraient notamment avoir un rôle 
dans la dissémination du virus, ont été mises en évidence. En effet, il semble que le RHDV 
soit capable d’infecter les macrophages alvéolaires et spléniques, les cellules de Kupffer et les 
lymphocytes. Les macrophages permettraient notamment au virus de se multiplier localement 
au niveau du nasopharynx avant d’être disséminé dans l’organisme par la circulation 
vasculaire (Prieto et al. 2000; Kimura et al. 2001). 
Malgré les nombreux cas de coagulation intravasculaire disséminée (CIVD) lors de 
RHD, les cellules endothéliales ne semblent pas être infectées par le virus. Les CIVD seraient 
alors plutôt provoquées par des effets indirects du virus (médiateurs, modifications 
biochimiques…) que par un effet direct du RHDV. Concernant le tractus digestif, le virus n’a 
été retrouvé ni dans l’intestin grêle ni dans le gros intestin. Les cas d’entérites ne seraient 
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donc pas dues à une réplication virale locale. De plus, aucune infection bactérienne ou à 
protozoaires concomitante n’a pu être démontrée (Kimura et al. 2001; Trzeciak-Ryczek, 
Tokarz-Deptuła, Deptuła 2015). 
3. Cytopathologie 
L’atteinte hépatique précoce conduit à une insuffisance hépatique aiguë, défaillance 
étant la principale cause de décès des individus infectés. 
Plusieurs mécanismes ont été décrits visant à expliquer la pathogénicité du RHDV au 
niveau des hépatocytes. Après avoir identifié des signes de nécroses, différentes études ont 
mis en évidence des phénomènes d’apoptose et d’autophagie. L’apoptose induite serait 
déclenchée par une augmentation de l’expression des TNF-α et FasL (Ligand for Fas 
receptor), lesquels permettraient l’activation de récepteurs intervenant dans l’apoptose (voie 
externe). Le RHDV induirait également un important stress oxydatif contribuant à 
l’endommagement des mitochondries, l’augmentation de leur perméabilité et activant la voie 
interne de l’apoptose. Les mécanismes de régénération tissulaire seraient également affectés 
par notamment une diminution de l’expression du facteur de croissance des hépatocytes 
(HGF) et de ses récepteurs. Les phénomènes d’autophagies seraient dus au stress du réticulum 
endoplasmique et la perturbation de l’expression de plusieurs protéines régulatrices de 
l’autophagie. La dégénérescence du foie ainsi engendrée provoquerait plusieurs modifications 
biochimiques (cytolyse hépatique, cholestase, défauts de synthèse (notamment des facteurs de 
coagulation)…), elles-mêmes responsables des signes cliniques observés. 
D’autres mécanismes d’apoptose ont également été observés dans d’autres cellules que 
les hépatocytes. En effet, il a été mis en évidence en 2013 que chez des individus infectés par 
le RHDV, les lymphocytes et granulocytes présents dans le sang périphérique présentaient des 
signes d’apoptoses (Niedźwiedzka-Rystwej et al. 2013). Ainsi, le RHDV semble capable 
d’induire la mort chez plusieurs types cellulaires. Cependant, tout n’est pas à ce jour élucidé 
et d’autres études sont nécessaires afin d’approfondir la pathogénicité du virus. 
E. Conséquences cliniques et anatomopathologiques 
Les Lagovirus sont responsables de différents tableaux cliniques en raison de la variété 
de pathogénicité des souches et des différents facteurs de sensibilité évoqués précédemment. 
Le cas des souches non ou peu pathogènes sera développé dans le III. Dû à l’importante 
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similitude pathologique engendré par le RHDV et l’EBHSV (Wirblich et al. 1994), l’impact 
de ce dernier ne sera pas développé. 
1. Tableaux cliniques 
a. Forme suraiguë 
La mort survient en 30 à 36 heures après une ingestion du virus, ou 24 heures en cas 
d’inoculation par injection. Aucun signe annonciateur n’est visible et l’animal meurt 
subitement (Kerr, Donnelly 2013).  
b. Forme aiguë 
L’individu est d’abord prostré, abattu et anorexique. Une congestion des conjonctives 
palpébrales et des symptômes neurologiques comme de l’opisthotonos (Figure 12.A), des 
phases d’excitation, une paralysie ou de l’ataxie peuvent être objectivées. L’animal peut aussi 
présenter des écoulements séro-hémorragiques oculaires et de l’épistaxis (Figure 12.B). Une 
hyperthermie associée à des signes respiratoires (trachéite, dyspnée ou cyanose) et une 
augmentation de la fréquence cardiaque peuvent se manifester 24 heures avant la mort, elle-
même survenant 48 à 72 heures post-infection (Kerr, Donnelly 2013; Abrantes et al. 2012). 
c. Forme subaiguë 
Les signes cliniques observés sont similaires à ceux observés lors de forme aiguë mais 
de façon modérée et davantage d’animaux survivent lors de cette présentation clinique. 
L’animal présente tout de même des signes d’insuffisance hépatique avec notamment le 
développement d’un ictère (Figure 12.C), la mort pouvant alors ensuite survenir plusieurs 
jours à semaines post-infection (Kerr, Donnelly 2013; Abrantes et al. 2012). 
d. Forme subclinique ou chronique 
Cette forme est essentiellement rencontrée chez les jeunes individus en raison de leur 
résistance innée. Les individus concernés développent peu voire pas de signes cliniques, la 





Figure 12 : Manifestations cliniques et lésionnelles de la RHD. (A) Lapin atteint de RHD mort suite à une 
crise convulsive subite. De la nourriture est encore présente dans la cavité buccale (flèche). (B) 
Ecoulements sanguins depuis les cavités nasales et buccale (flèche). (C) Ictère visible au niveau de l’iris 
(flèche) chez un lapin albinos atteint de RHD chronique. (D) Autopsie d’un lapin atteint de RHD : le foie 
présente une couleur pâle (flèche épaisse) et des hémorragies pulmonaires sont visibles (flèches minces). 
D’après (Kerr, Donnelly 2013). 
 
2. Modifications hématologiques et biochimiques 
a. Hématologie 
En ce qui concerne la lignée rouge, aucune modification hématologique n’a pu être 
observée. Les automates ont rapporté les mêmes nombres d’érythrocytes, taux 
d’hémoglobines et hématocrites que chez des individus sains (Ferreira, Costa-e-Silva, 
Oliveira, et al. 2006). 
Comme expliqué précédemment, les leucocytes sont directement impactés par le 
RHDV. Il a été mis en évidence qu’une leucopénie sévère pouvait débuter dès 12 à 18 heures 
post-infection. Les individus présentent une perte de 90% de leurs leucocytes au moment de 
leur mort, impliquant d’abord une lymphopénie à 12-18 heures post-infection, puis une perte 
des hétérophiles à 18-24 heures post-infection. Il est probable que cette leucopénie résulte 
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directement du tropisme viral du RHDV et de sa cytotoxicité sur les leucocytes circulants et 
leurs précurseurs dans la moelle osseuse, mais aussi de la sortie du compartiment vasculaire 
des cellules blanches formant des infiltrations leucocytaires éparses (Ferreira, Costa-e-Silva, 
Oliveira, et al. 2006). 
Une diminution modérée à sévère des plaquettes a été mise en évidence lors d’une 
infection par le RHDV durant les 6 dernières heures de vie des individus. Cette 
thrombocytopénie est certainement à corréler avec leur consommation lors de CIVD (Ferreira, 
Costa-e-Silva, Oliveira, et al. 2006). 
b. Biochimie 
L’insuffisance hépatique est immédiatement diagnostiquée lors d’un bilan 
biochimique hépatique. Les ASAT (aspartate aminotransférase) semblent être le paramètre le 
plus sensible de par leur précoce et importante élévation : elles augmentent 12 à 6 heures ante 
mortem en passant de 10 UI/L à 4000-14000 UI/L. Les ALAT (alanine transaminase) quant à 
elles augmentent également mais de façon plus lente. Les GGT (γ-glutamyltransférase) et les 
PAL (phosphatases alcalines) présentent une augmentation précoce mais peu marquée en 
intensité. Ces quatre paramètres témoignent ainsi d’une cytolyse hépatique et d’une cholestase 
(Ferreira, Costa-e-Silva, Oliveira, et al. 2006). 
D’autres modifications en lien avec la fonction hépatique sont également rapportées. 
Une hypoglycémie s’installe durant les 6 heures précédant la mort, sans doute en lien avec 
l’épuisement des réserves en glycogène du foie (Ferreira, Costa-e-Silva, Monteiro, et al. 
2006), et serait en partie à l’origine des troubles neurologiques parfois observables. Il est aussi 
possible d’objectiver une élévation de la bilirubine, responsable de l’ictère (Ferreira, Costa-e-
Silva, Oliveira, et al. 2006). Une hyperlipémie associée à une hypercholestérolémie sont 
visibles 60 heures post-infection, probablement dues à un défaut du métabolisme lipidique. Il 
est également possible de constater une augmentation de l’ammonium, probablement en lien 
avec les troubles neurologiques (Chen, Shien, Ooi 2008; Tunon et al. 2003). 
Une insuffisance rénale se met en place à partir de 36 heures post-infection. Une 
élévation de l’urée et de la créatinine a été mise en évidence ainsi que plusieurs désordres 
électrolytiques. Il est alors observé une hypernatrémie progressive et une hypokaliémie suivie 
d’une hyperkaliémie (lorsque l’insuffisance rénale devient majeure). Les ions chlorures ne 
semblent pas varier en concentration (Chen et al. 2008). 
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Enfin, d’autres perturbations interviennent avec notamment des modifications vis-à-
vis des acides aminés aromatiques, responsables en partie d’une potentielle augmentation de 
la pression intracrânienne (Tunon et al. 2003). 
c. Temps de coagulation 
Les temps de coagulations sont également affectés. Il a en effet été rapporté un 
allongement des temps de Quick de céphaline activée, associé à une diminution en 
concentration des facteurs V et VII à 36-48 heures post-infection (Trzeciak-Ryczek, Tokarz-
Deptuła, Deptuła 2015; Kerr, Donnelly 2013). 
3. Aspects lésionnels 
a. Lésions macroscopiques 
L’examen nécropsique est essentiellement dominé par des lésions congestivo-
hémorragiques sur l’ensemble du cadavre. Toutes les lésions qui sont développées ci-dessous 
ne sont cependant pas présentes dans tous les cas. 
Le foie est l’organe le plus atteint. Il apparait hypertrophié, pâle et présente un aspect 
lobulaire plus ou moins marqué. La rate et les reins sont également hypertrophiées mais 
sombres. Des congestions et hémorragies sont retrouvées sur de nombreux organes ou tissus, 
le plus souvent sur les reins, le cœur et les poumons, mais aussi en tissu sous-cutanée ou au 
niveau des muqueuses intestinales ou de la vessie. La trachée peut contenir du liquide plus ou 
moins hémorragique ou de la mousse et peut présenter une muqueuse hyperhémique 
également. Les Figures 12.D et 13 illustrent quelques exemples de lésions objectivables au 
moment de l’examen nécropsique (Kerr, Donnelly 2013; Abrantes et al. 2012; Ohlinger, 
Haas, Thiel 1993). 
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Figure 13 : Aspects lésionnels d’un lapin atteint de RHD. Il est possible de noter une hépatomégalie 
associée à une couleur pâle et un aspect lobulaire (flèche verte) ainsi qu’une rate hypertrophiée et 
déplacée caudalement (flèche bleue). De l’épanchement jaunâtre est également présent. D’après (Rocchi, 
Dagleish 2018). 
 
b. Lésions microscopiques et histologie 
La principale lésion qui est toujours retrouvée est la nécrose de coagulation des 
hépatocytes, essentiellement située en région péri-lobulaire. Les hépatocytes peuvent 
apparaitre hyper-éosinophiles, et des infiltrations de lymphocytes sont possibles. Lors de 
RHD subaiguë, le foie peut présenter des signes de régénération cholangio-hépatique. La rate 
présente une importante déplétion en lymphocytes B et T majoritairement au niveau de la 
pulpe blanche. Il est également possible d’observer une diminution du nombre de nodules 
spléniques, une congestion de la pulpe rouge, ainsi qu’une caryorrhexis de nombreuses 
cellules. Des thombi peuvent être retrouvés dans tout l’ensemble des tissus, mais 
essentiellement dans la rate et les reins. Une néphrose est souvent visible avec une atteinte et 
du cortex et de la médulla. Des hémorragies interstitielles du cortex et une congestion de la 
médulla sont les lésions le plus souvent observées. L’appareil respiratoire est également 
dominé par des hémorragies multifocales mais aussi de l’œdème. L’appareil digestif quant à 
lui présente le plus souvent des infiltrations de lymphocytes et granulocytes ainsi que de 
l’œdème. Enfin, le cerveau peut être retrouvé également œdématié et infiltré par des 
lymphocytes, macrophages ou autres cellules plasmatiques (Fuchs, Weissenbock 1992; 




Dans cette partie seront développés les aspects immunologiques qui n’ont pas encore 
été traités. 
1. Réaction immunitaire humorale efficace 
Des études ont été menées sur l’efficacité du système immunitaire à contrer une 
infection du RHDV, et plus particulièrement la réponse humorale. Une étude réalisée en 2000 
a soumis de jeunes individus au RHDV et a ensuite suivi, pour ceux ayant survécu à la 
maladie, leur taux en anticorps dans le temps. Les premiers développés sont les IgM avec un 
titre maximal à 2 semaines post-infection avant de décliner rapidement. Les IgA apparaissent 
plus tard mais semblent persister davantage que les IgM, avant de disparaitre également. 
Enfin, des IgG sont synthétisés avec une persistance de plusieurs mois. Dans cette étude, les 
lapereaux ayant déjà rencontré le RHDV auparavant ont présenté un effet rappel significatif 
sur leurs pools d’anticorps IgA et IgG (Cooke et al. 2000). Ces résultats ont donc permis de 
mettre en évidence que le RHDV engendrait une réponse humorale importante. 
Une corrélation entre le titre en anticorps et la protection engendrée par ces derniers a 
été mise en évidence en 2011. Avant inoculation du virus, tous les animaux de l’étude ont été 
prélevés afin de pouvoir réaliser une quantification de leur titre en anticorps anti-RHDV. Une 
partie des animaux sont morts de RHD tandis que les autres ont survécu. Il est alors apparu 
que les animaux ayant résisté à la maladie étaient ceux possédant les titres en anticorps les 
plus élevés : cela suggère donc que la quantité d’anticorps joue un rôle crucial dans la 
protection face au RHD (Zheng, Parkes 2011). 
Dans la même idée que l’effet rappel décrit précédemment, une autre étude s’est 
intéressée à la réexposition au virus. Une première inoculation de RHDV a été réalisée chez 
10 lapereaux naïfs âgés de 4 semaines, naturellement résistants à la maladie, et une seconde a 
été effectuée plus tard à l’âge de 8 semaines, âge auquel les jeunes deviennent normalement 
sensibles. Des prélèvements ont été effectués avant la première inoculation puis toutes les 
semaines. Bien que n’ayant aucun anticorps anti-RHDV à 4 semaines d’âge, tous les jeunes 
ont survécu et présenté des titres en anticorps variables. Lors de la seconde inoculation, leurs 
titres en anticorps ont doublé et aucun signe clinique n’a été détecté (Ferreira et al. 2008). 
Cette étude souligne l’importance de l’effet rappel dû à la réexposition au RHDV, cette 
dernière engendrant une protection efficace. 
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2. Implication de l’immunité passive 
Comme il a été vu précédemment, le transfert trans-placentaire d’IgG de la mère 
octroie une protection efficace contre le RHDV, ces derniers pouvant persister 8 semaines en 
moyenne avec un maximum de 12 semaines (Cooke et al. 2000). 
Une autre étude a mis en évidence l’importance de cette immunité passive. De jeunes 
lapins de 4 semaines sont exposés au virus puis leur sérum est récupéré à l’âge de 8 semaines. 
Les sérums collectés sont vérifiés dépourvu en RHDV puis injectés chez des lapins adultes 
naïfs 24 heures avant, après et au moment d’une inoculation virale. Tous les adultes, 
normalement sensibles au virus et ne l’ayant encore jamais rencontré, ont survécu sans 
développer aucun signe clinique. Les titres en anticorps des adultes se sont d’abord avérés 
élevés sur une courte semaine avant de devenir faibles et perdurer jusqu’à 7 semaines post-
infection (Ferreira et al. 2008). Cette étude met donc bien en avant le rôle de l’immunité 
passive dans la protection face à la RHD. 
3. Protections croisées 
Dans cette sous-partie seront abordées les potentielles protections croisées qui existent 
au sein des Lagovirus, sans aborder toutefois le cas particulier des RCVs qui sera détaillé dans 
la partie III. 
Lors de la découverte du RHDVa, plusieurs épreuves virulentes ont été réalisées afin 
d’objectiver ou non une protection croisée entre les virus des génogroupes G1 à G5 et ceux du 
nouveau génogroupe G6. Malgré leurs différences antigéniques, plusieurs études rapportent 
que le vaccin classiquement utilisé pour protéger les lapins du RHDV (G1-G5) permet une 
totale protection face aux souches de RHDVa (Capucci et al. 1998; Le Gall-Reculé et al. 
2003). 
Dans la même idée, l’émergence du RHDV2 a principalement été remarqué par sa 
capacité à provoquer la RHD chez des individus vaccinés, montrant que les anticorps anti-
RHDV ne protège pas contre le RHDV2 (Le Gall-Reculé, Zwingelstein, Boucher, et al. 2011). 
Par la suite, il a été élaboré un vaccin capable de protéger les animaux du RHDV2. Ce vaccin 
ne permettait cependant pas une protection efficace face aux souches classique de RHDV, 
suggérant ainsi l’incapacité des anticorps anti-RHDV2 à procurer une défense face au RHDV 
(Le Minor et al. 2013). 
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Par ailleurs, des études expérimentales visant à stimuler le système immunitaire de 
lapins par inoculation d’EBHSV ont été réalisées. Afin d’évaluer une potentielle protection 
croisée, une inoculation de RHDV a ensuite été effectuée. Tous les animaux ayant par la suite 
développé la RHD, il a été conclu qu’aucune protection clinique n’était induite par l’EBHSV. 
Par ailleurs, il en a été de même pour des lièvres stimulés avec du RHDV puis exposés à 
l’EBHSV (Lavazza, Scicluna, Capucci 1996). 
G. Diagnostic 
1. Diagnostics épidémiologique, clinique et nécropsique 
Des informations à la fois épidémiologiques, cliniques et nécropsiques sont 
nécessaires afin d’établir un diagnostic de RHD, quand bien même le recours à un diagnostic 
expérimental de certitude sera nécessaire. 
 Les renseignements épidémiologiques correspondront à une épizootie, avec 
généralement des symptômes menant au décès de l’animal en seulement quelques jours et un 
taux de mortalité très important. Etant donné les modes de transmission de ce virus, des 
informations concernant diverses importations (animaux, carcasses, matériel quelconque…) 
non contrôlées d’un point de vue sanitaire pourront être rapportées, notamment en élevage. 
Par ailleurs, d’autres rapports de RHD locorégionales aideront au diagnostic. Le statut 
vaccinal des individus peut également constituer une aide, bien que l’émergence du RHDV2 
en 2010 concernait des animaux vaccinés correctement. 
 Les tableaux cliniques les plus souvent rencontrés sont ceux des formes suraiguës ou 
aiguës et n’affectant généralement que les individus adultes de plus de 8 semaines. En effet, à 
moins que des antécédents de RHD ne soient recensés, les animaux n’auront pas ou peu de 
protection face au virus. A contrario, les formes atténuées de la maladie seront observables 
plutôt chez les plus jeunes, ou bien chez les adultes dans le cas où des souches non 
pathogènes (RCVs) auraient induit une protection partielle. Il sera retrouvé des lésions 
principalement congestivo-hémorragiques associées à plus ou moins d’autres symptômes ou 
types de lésions comme énumérées précédemment. Etant donné la forte mortalité, la clinique 
sera complétée par l’examen nécropsique lors duquel des prélèvements pourront être effectués 
pour réaliser un diagnostic expérimental de certitude. 
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2. Diagnostic de laboratoire 
L’ensemble des diagnostics expérimentaux est divisé en deux catégories : ceux visant 
à mettre en évidence l’agent pathogène responsable ou une partie de celui-ci, et ceux 
quantifiant les anticorps dirigés contre le virus (OIE - World Organisation for Animal Health 
2016). 
a. Identification de l’agent pathogène 
i. Microscopie électronique 
Les Lagovirus peuvent être observés au microscope électronique en coloration 
négative. La meilleure technique actuelle correspond à l’ajout d’anticorps anti-RHDV dans 
l’échantillon à analyser afin d’y observer plus facilement le virus, ce dernier formant avec les 
anticorps un agrégat rapidement identifiable. La microscopie électronique est cependant 
limitée étant donné l’existence d’autres outils diagnostiques plus performants et du fait qu’elle 
ne permet pas de différencier les Lagovirus entre eux. 
ii. Inoculation virale 
Une des principales difficultés à l’étude des Lagovirus est la non possibilité de mise en 
culture in vitro. Dans les années 1990, de nombreuses méthodes ont été expérimentées mais 
aucune n’a vraiment permis d’obtenir une correcte reproduction virale in vitro. Cependant en 
2017, une étude semble avoir réussi la culture du virus par un changement de deux acides 
aminés capables ensuite de former un ligand spécifique en surface de la capside, permettant 
alors la reconnaissance du virus par des cellules RK-13 et son intégration cellulaire (Figure 
14) (Zhu et al. 2017). 
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Figure 14 : Visualisation des particules virales issues de culture cellulaire sur RK-13 au microscope 
électronique en coloration négative. Les particules du RHDV mutant (mRHDV) issues de la culture 
cellulaire sur RK-13 sont visibles et de taille identique à celle de la souche RHDV JX/CHA/97 (contrôle 
positif), soit d’environs 35 nm. D’après (Zhu et al. 2017). 
 
Face à cette quasi-impossibilité de culture, l’inoculation in vivo reste la seule solution 
permettant de mesurer la capacité d’infection du virus. Cette méthode n’est évidemment pas 
utilisée en routine pour des raisons éthiques, mais peut être employée de manière encadrée 
dans certaines études. Elle sert par exemple pour quantifier la virulence de certaines souches 
virales face à certains titres en anticorps. 
iii. Hémagglutination 
Cette méthode diagnostique fut la première à être utilisée en routine de laboratoire, 
aussi bien pour la détection du RHDV, du RHDVa et du RHDV2. 
Elle s’appuie sur les propriétés hémagglutinantes du RHDV vis-à-vis des érythrocytes 
humains. La technique expérimentale correspond à la mise en contact d’hématies de groupe O 
de l’Homme avec une suspension à 10% de foie ou de rate de l’individu testé. Une 
agglutination peut être observée en 20 minutes à 2 heures, selon la charge virale. Cette 
technique comporte plusieurs faux négatifs en cas de charge virale trop faible, c’est-à-dire 
souvent lorsque l’animal présente une forme subaiguë ou chronique. Cette méthode ne 
fonctionne pas correctement pour la détection d’EBHSV au sein d’échantillons de lièvre en 
raison des faibles charges virales trop fréquemment rencontrées lors d’EBHS. La difficulté 
pratique pour obtenir des érythrocytes humains et les résultats parfois peu convainquant font 
que cette méthode n’est plus couramment utilisée de nos jours. 
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iv. Western blot 
Cette technique diagnostique permet de confirmer ou non un échantillon revenu 
douteux aux tests d’hémagglunation ou ELISA (développé plus loin), ou lorsque la présence 
de nombreuses VLPs est suspectée. 
Les protéines VP60 ou ses fragments peuvent ainsi être détectées à l’aide d’anticorps 
polyclonaux ou monoclonaux. La méthode consiste à dénaturer les protéines de l’échantillon 
testé avant de les transférer sur une membrane. Cette dernière est ensuite incubée en présence 
des anticorps à différents titres. Les échantillons positifs présenteront des protéines de poids 
moléculaire ou bien de 60 kDa lorsque la VP60 est entière, ou bien de 28 à 41 kDa pour les 
fragments de la VP60 retrouvés lors la présence de VLPs. 
v. Immunohistochimie 
Le principe de l’immunohistochimie correspond à la mise en évidence des antigènes 
sur des coupes de tissu par un marquage utilisant des anticorps spécifiques et une péroxydase. 
Une fois les coupes histologiques obtenues et préparées, elles sont incubées avec des 
anticorps monoclonaux ou un sérum anti-RHDV biotinylé. Après lavage, une nouvelle 
incubation avec une péroxydase (avidin-biotin complex peroxydase) est réalisée. Un dernier 
lavage avant lecture est opéré. 
Il est alors possible d’observer une coloration intense des noyaux et diffuse des 
cytoplasmes des hépatocytes dégénérés en région périportale, des cellules de Kupffer, des 
macrophages alvéolaires, spléniques, rénaux et des nœuds lymphatiques. Ces colorations très 
localisées sont caractéristiques et spécifiques du RHDV. 
vi. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
Plusieurs tests ELISA sont employés, utilisant la technique dite « sandwich ». Afin de 
fixer sur le support ELISA tous les variants potentiels qui pourraient se trouver dans 
l’échantillon à tester, des sérums anti-RHDV et anti-RHDV2 sont employés. Le support, ainsi 
recouvert d’anticorps, est mis en contact avec l’échantillon. Plusieurs dilutions sont 
nécessaires pour obtenir ensuite une quantification. Toutes les particules virales alors retenues 
sur le support sont misent à incuber avec des anticorps spécifiques : les anticorps employés 
peuvent être dirigés contre les antigènes spécifiques du RHDV G1-G5, du RHDVa, du 
RHDV2 ou  encore contre les épitopes internes afin de détecter les VLPs ou l’EBHSV. Après 
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l’ajout d’une péroxydase, il est alors possible d’identifier spécifiquement le virus  (RHDV, 
RHDVa, RHDV2, VLPs ou EBHSV) et d’en quantifier la charge. 
vii. Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (RT-
PCR) 
La RT-PCR constitue la méthode diagnostique de choix en termes de rapidité et de 
sensibilité. En effet, elle a été estimée être 10 000 fois plus sensible que la méthode ELISA. 
Les échantillons à tester peuvent être issus d’extraction de foie, de rate, d’intestins, d’urine ou 
encore de sérum. Cette méthode nécessite une rétrotranscription de l’ARN en ADN, puis une 
amplification de ce dernier. Les amorces utilisées sont généralement designées à partir du 
gène codant pour la VP60. Pour l’amplification, des amorces designées sur des séquences 
nucléotidiques communes aux différentes souches virales permettent un diagnostic large. Si 
elles sont designées sur des portions très spécifiques, l’amplification concernera uniquement 
des RHDV, RHDVa ou encore RHDV2 selon les cas. Une fois la ou les séquences amplifiées, 
les mix réactionnels de la PCR sont déposés sur gel d’agarose afin d’observer ou non les 
amplicons obtenus. 
La PCR peut également être observée en temps réel (qPCR) en utilisant des marqueurs 
fluorescents (sondes TaqMan®, SybrGreen…). Si la séquence nucléotidique à amplifier est 
présente dans l’échantillon, une fluorescence sera générée au fur et à mesure que les 
amplicons seront synthétisés, formant ainsi une courbe de la fluorescence en fonction du 
temps. 
b. Tests sérologiques 
i. Inhibition de l’hémagglutination 
Cette méthode de diagnostic visant à mettre en évidence des anticorps anti-RHDV 
repose également sur les propriétés hémagglutinantes du virus. Cette fois ci, le sérum à tester 
est dilué plusieurs fois puis chaque dilution est mise à incuber avec des antigènes de RHDV. 
Est ajouté ensuite des érythrocytes de groupe O humains puis le tout est de nouveau incubé 
durant 30 à 60 minutes. Si l’échantillon ne comporte pas d’anticorps anti-RHDV, une 
hémagglutination sera observable quelle que soit la dilution de sérum. Cependant, une 
présence en anticorps en assez grande quantité inhibera l’hémagglutination par formation d’un 
complexe avec les antigènes viraux. Une hémagglutination sera tout de même toujours 
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observable pour les réactions dans lesquelles le sérum était le plus dilué. La dernière dilution 
sans hémagglutination correspond alors au titre en anticorps du sérum. 
Cette technique diagnostique n’est cependant plus utilisée en routine pour les mêmes 
raisons que celles de l’identification de l’agent pathogène par hémagglutination. Elle a 
maintenant été remplacée par des tests ELISA. 
ii. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 
Les tests ELISA sont plus rapides et faciles à réaliser que la méthode d’inhibition de 
l’hémagglutination, notamment lorsque de nombreux échantillons sont à tester en même 
temps. Plusieurs types d’ELISA existent, dont l’ELISA indirect et l’ELISA compétition.  
L’ELISA indirect a l’avantage d’être plus sensible que l’ELISA compétition. Un 
antigène du RHDV est fixé sur un support solide. Le sérum à tester est ensuite mis en contact 
avec ces antigènes. Les anticorps IgG éventuellement présents dans le sérum se lient à ces 
derniers, puis des anticorps monoclonaux anti-IgG couplés à une enzyme (péroxydase ou 
phosphatase alcaline) sont ajoutés après rinçage pour révéler les anticorps sériques. 
L’ELISA compétition présente une meilleure spécificité que l’ELISA indirect. Très 
similaire, des antigènes du RHDV sont fixés à un support puis mis à la fois en contact avec le 
sérum à tester et avec un sérum polyclonal anti-RHDV couplé à une péroxydase. Il y a alors 
compétition entre les anticorps polyclonaux couplés à l’enzyme, et les anticorps potentiels du 
sérum testé. Après rinçage, l’ajout du substrat de l’enzyme permet la lecture des résultats. Un 
faible signal indique alors un fort titre en anticorps dans le sérum testé, et inversement. 
H. Moyens thérapeutiques et préventifs 
1. Outils thérapeutiques 
Il n’existe pas aujourd’hui de traitement spécifique de la RHD. La prise en charge 
thérapeutique repose donc sur un traitement symptomatique pas toujours facile à mettre en 
place en raison de la rapidité d’évolution de la maladie avec une mort survenant en plusieurs 
heures. Cependant, plusieurs études ont été menées et mettent en évidence l’efficacité de 
nouveaux moyens thérapeutiques prometteurs. 
En 2011, la cardiotrophin-1 fût testée en tant que traitement de la RHD. Cette 
cytokine, connue pour ses propriétés hépatoprotectrice, est administré à des lapins ayant reçu 
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une inoculation de RHDV. Tandis que les lapins du groupe témoin (non traités par la 
cardiotrophin-1) sont morts 60 heures post-inoculation, 67% des animaux traités ont survécu 
jusqu’à la fin de l’étude. La fonction hépatique de ces derniers était moins impactée que chez 
les témoins d’après les analyses biochimiques. Par ailleurs, une analyse histologique des foies 
des individus traités avec la cardiotrophin-1 a montré un meilleur état des tissus hépatiques, 
avec notamment une inflammation et un stress oxydatif moins importants. Bien que les 
charges virales étaient similaires entre les animaux témoins et les animaux traités, la 
cartrophin-1 a permis une atténuation de l’inflammation et l’activation de divers mécanismes 
hépatoprotecteurs, conférant ainsi un meilleur taux de survie face à la RHD (Tunon et al. 
2011). Dans la même idée de protection hépatique, une autre étude a montré que la 
mélatonine pouvait moduler les mécanismes d’autophagie des hépatocytes se produisant lors 
de RHD, et inhiber la réplication du RHDV (San‐Miguel et al. 2014). 
Une autre méthode thérapeutique a été testée en 2014. Un fragment de la portion N-
terminale de la VP60 a été cloné puis vectorisé. Le plasmide formé a ensuite été inséré dans 
une bactérie (Escherichia coli), permettant ainsi la synthèse de VP60. Ces protéines injectées 
en intramusculaire chez des poulets ont permis la production d’IgY anti-VP60, lesquelles ont 
ensuite été récupérées. Ces anticorps ont alors été administrés à des lapins avant ou après une 
inoculation de RHDV afin d’évaluer leur efficacité en termes de prévention et de traitement. 
Dans les deux cas, les sujets traités ont montré un taux de survie de 100% face à la RHD. 
Cette étude a donc permis de mettre en évidence l’efficacité des IgY anti-VP60 comme 
moyens préventif et thérapeutique face au RHDV (Li et al. 2014). 
Dans la même idée, une sérothérapie d’urgence a montré son efficacité. En cas 
d’exposition au virus, la vaccination nécessitant plusieurs jours à la mise en place de 
l’immunité ne peut constituer un moyen thérapeutique. Cependant, il a été montré que l’usage 
d’un sérum hyper-immun pouvait contrer le virus. Ainsi dans certains cas et afin d’éviter la 
dissémination virale, l’emploi précoce de sérum hyper-immun anti-RHDV peut être employé. 
Il octroie une protection très rapide face au virus, mais aussi de durée très brève. Il est alors 





Bien que certains traitements aient montré leur efficacité dans un contexte d’étude 
expérimentale, aucun de ces derniers n’a pour le moment été développé. Les méthodes 
préventives restent encore actuellement le meilleur moyen de lutte contre la RHD. 
a. Aspects sanitaires 
Depuis son émergence, de nombreuses mesures sanitaires ont été mises au point afin, 
ou bien en zone non infectée d’éviter l’introduction du virus, ou bien en zone infectée d’éviter 
sa propagation et permettre son éradication. 
Dans le cas où la maladie est diagnostiquée, il est impératif d’agir rapidement dans le 
but de la contenir. Tous les animaux malades ou suspects de l’être doivent être abattus et un 
vide sanitaire est nécessaire. Les carcasses sont ensuite incinérées ou bien désinfectées et 
enterrées à au moins 40 centimètres de profondeur. Les bâtiments d’élevage, le matériel en 
contact avec les animaux et l’environnement doivent être tous correctement désinfectés. Le 
transport d’animaux ou de carcasses n’est pas recommandé. Le foyer source de l’infection 
doit être identifié le plus précisément possible et une zone de protection aux alentours doit 
être établie. Il est alors conseillé d’y mettre en quarantaine tous les lapins sains et de les 
vacciner en fonction de la souche virale identifiée. Le RHDV pourra être considéré comme 
éradiqué si après désinfection aucun nouveau cas n’est répertorié au sein de la zone délimitée 
autour du foyer durant un mois (Rodak, Smid, Valicek 1991). Ces différentes mesures ont 
déjà montré leur efficacité lors de l’épizootie de Mexico, permettant une éradication rapide du 
virus. L’usage de lapins sentinelles semble être un moyen fiable pour vérifier si le virus 
circule toujours ou non (Gregg, House, Berninger 1991). En ce qui concerne la faune sauvage, 
le RHDV ne peut être éradiqué facilement. Il est alors nécessaire de garder à distance le virus 
des individus sensibles en raison de la pression infectieuse plus grande, notamment en 
clôturant correctement les élevages et en mettant en place des mesures de biosécurité 
correctes (pédiluves, vêtements spécifiques à l’installation, vaccinations…). 
Par ailleurs, le statut de la RHD a très récemment changé en France. En effet, suite à la 
réunion du Conseil National d’Orientation de la Politique Sanitaire Animal et Végétale s’étant 
déroulée le 28 mai 2018, un arrêté daté au 30 mai 2018 a classé la maladie en danger sanitaire 
de deuxième catégorie (Dehaumont 2018; GDS Centre 2018). De ce fait, une intervention de 
l’Etat ou d’actions collectives dans la mise en place de programmes de prévention, de 
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surveillance ou de lutte seront probablement maintenant envisagées. Malgré le fait que la 
RHD est à présent catégorisée, elle n’est pour le moment pas une maladie à déclaration 
obligatoire. 
La prévention de l’introduction du virus dans les zones saines est indispensable. En 
effet, toute importation d’animaux sensibles au virus, de carcasses, de fourrures ou de 
fourrages issus de zones endémiques représente un danger d’introduction du RHDV. Pour 
éviter cela, il est nécessaire de connaitre l’origine des animaux importés et de contrôler ces 
derniers à leur arrivée. Une mise en quarantaine est alors primordiale, et des sérologies 
peuvent éventuellement être réalisées. Les bonnes pratiques d’hygiènes doivent être bien 
entendues appliquées au sein des établissements (Ohlinger, Haas, Thiel 1993). 
b. Vaccination 
i. Aspects réglementaires et disponibilité des vaccins 
Les vaccins élaborés sont des vaccins inertes, ou bien à partir du virus entier inactivé, 
ou bien à partir de la VP60. En raison de l’impossibilité de cultiver le virus sur cellules in 
vitro, l’obtention de particules virales nécessite une inoculation et multiplication in vivo. Le 
foie des lapins est ensuite récupéré puis le virus extrait. Il est alors chimiquement inactivé de 
façon à ce que son pouvoir immunogène soit conservé, puis un adjuvent est ajouté. Cette 
méthode d’obtention soulève un problème éthique ainsi qu’une difficulté de non propagation 
du virus en dehors des structures d’expérimentation. 
Il a donc été mis au point d’autres vaccins n’utilisant que la VP60 comme agent 
immunogène. En 1996 est construit un vaccin bivalent protégeant à la fois de la myxomatose 
et de la RHD. Le principe repose sur la construction d’un virus recombinant par intégration du 
gène codant pour la VP60 du RHDV au sein du génome d’un virus de la myxomatose 
modifié. Ce virus recombinant permet alors au système immunitaire de reconnaitre la VP60 
produite par le virus de la myxomatose, virus contre lequel il s’immunise par ailleurs et de 
produire des anticorps anti-VP60 qui lui permettront une protection efficace face au RHDV 
(Bertagnoli, Gelfi, Le Gall, et al. 1996). Un vaccin actuellement commercialisé (Nobivac 
Myxo-RHD, MSD-Animal Health) utilisant cette technologie a vu son efficacité prouvée par 
une étude en 2012, protégeant alors l’individu vacciné de la myxomatose et du RHDV 
classique (G1-G6) (Spibey et al. 2012). 
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Suite à l’émergence du RHDV2 en 2010, il a été nécessaire de produire de nouveaux 
vaccins efficaces contre cette souche, les protections croisées entre le RHDV et le RHDV2 
étant faibles à nulles. Divers vaccins existent à présent, avec notamment la possibilité de 
vacciner uniquement contre le RHDV2, ou bien de vacciner à la fois contre le RHDV 
classique et le RHDV2 (Filavac VHD K C+V) (Le Minor et al. 2013). 
En ce qui concerne l’EBHSV, aucun vaccin commercial n’est actuellement produit en 
raison du faible intérêt pratique qu’il représente, les espèces concernées étant principalement 
sauvages et se reproduisant très rapidement. Cependant, une étude a tout de même montré 
qu’il était possible de vacciner des lièvres de façon efficace contre l’EBHSV. Le vaccin 
inactivé employé a permis d’obtenir une réponse immunitaire correcte, bien que la seconde 
injection n’entraina pas d’augmentation des titres en anticorps anti-EBHSV mais une 
augmentation de la durée de l’immunité. Leur protocole suggère qu’il faudrait vacciner toute 
la population, et notamment pour les jeunes une vaccination à l’âge de deux mois, moment où 
les AOM disparaissent et où les individus deviennent sensibles (Drews et al. 2011). 
ii. Protocoles vaccinaux 
Les protocoles vaccinaux ne varient pas beaucoup d’un fabriquant à l’autre. Tous 
recommandent une primovaccination à l’âge de 2-3 mois puis un rappel annuel. Les injections 
sont réalisées en sous-cutanée la plupart du temps, ou bien en intramusculaire ou 
intradermique selon les conseils du fabriquant (OIE - World Organisation for Animal Health 
2016). 
Il n’est pas obligatoire de vacciner tous les animaux en élevage. En effet, la durée de 
vie des lapins de chair étant de 80 jours environs, ils ne seront sensibles au RHDV que durant 
la seconde moitié de leur vie. Il est alors possible lorsque les bonnes pratiques d’hygiènes et 
mesures sanitaires sont correctement appliquées de ne vacciner que les lapins reproducteurs. 
Pour ces derniers, un rappel biannuel plutôt qu’annuel est recommandé. Cependant en cas 
d’épizootie, une vaccination de tous les animaux sains sera nécessaire en raison de la forte 
probabilité de réinfection (OIE - World Organisation for Animal Health 2016).  
Au sein des populations sauvages de léporidés, la vaccination semble impossible pour 
des raisons économiques et pratiques. En effet, il serait nécessaire de capturer de manière la 
plus exhaustive possible tous les individus, tout en engendrant un stress considérable. Le 
vaccin n’ayant qu’une durée d’action efficace d’un an, l’opération devrait être répétée tous les 
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ans. Ainsi, ce type de procédé n’est pas utilisé. Cependant, l’usage de vaccin qui pourrait être 
transmis de manière horizontale et par voie oro-nasale serait sans doute un moyen plus simple 
d’emploi (Abrantes et al. 2012). 
iii. Immunité générée 
La plupart des vaccins induisent une réponse protectrice en 7 à 10 jours, mais certains 
peuvent prendre jusqu’à 3 semaines comme le vaccin Nobivac Myxo-RHD d’après son 
autorisation de mise sur le marché. Pour les vaccins inactivés adjuvés, les anticorps générés 
sont tout d’abord des IgM durant les premiers jours, puis des IgG au bout de 15 à 20 jours. 
Seule une très faible proportion en IgA est produite. Parfois même non synthétisés, les IgA 
sont considérés comme étant des anticorps spécifiques d’une réponse immunitaire au RHDV 
rencontré naturellement. La durée d’efficacité de l’immunité induite est généralement de 12 
mois, mais peut pour certaines formulations aller jusqu’à 15 mois. Concernant les jeunes issus 
de mères vaccinés, la persistance des AOM peut être plus grande, jusqu’à 80 jours, et une 
sérologie pourrait indiquer le moment le plus propice à leur vaccination (OIE - World 
Organisation for Animal Health 2016; Med’Vet 2017; Spibey et al. 2012). 
III. Focus sur les souches virales peu ou non pathogènes 
A. Historique 
C’est pour la première fois en 1996 que le premier virus non pathogène apparenté au 
RHDV est identifié. Lors d’une étude rétrospective sérologique, des échantillons de sérum de 
lapin collectés entre 1975 et 1985, soit avant l’émergence de la RHD, ont montré des titres en 
anticorps anti-RHDV allant de 1:30 à 1:1280. Le virus responsable fut alors détecté et isolé 
par PCR et Western blot, et le gène codant pour la protéine majeure de capside fut séquencé. 
L’analyse comparée des séquences obtenues avec celles de RHDV et EBHSV indiquait qu’il 
s’agit d’un virus bien distinct, davantage proche du RHDV que de l’EBHSV mais 
asymptomatique. Ce nouveau virus non pathogène est appelé alors RCV pour Rabbit 
Calicivirus, ou encore RCV italien afin de le différencier des autres qui seront découverts par 
la suite. Il semble capable d’induire la production d’anticorps anti-RHDV protecteurs contre 
la RHD (Capucci et al. 1996; Capucci, Nardin, Lavazza 1997). 
Suite à plusieurs constatations de séropositivités anti-RHDV chez des lapins sains en 
Australie, la recherche d’un virus non pathogène apparenté au RHDV a également été menée 
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dans ce pays. L’emploi de RT-PCR universelles pour la détection de Lagovirus et de Western 
blot ont permis finalement de détecter un virus effectivement non pathogène, alors nommé 
RCV-A1 pour Australia-1. Les différents RCV-A1 identifiés semblent proches du RHDV et 
non pathogènes tout comme le RCV italien. Cependant, ils présentent avec ce dernier 
plusieurs différences, notamment le fait de n’induire qu’une protection partielle et variable 
face au RHDV. Après analyse phylogénétique, les RCV-A1 semblent former leur propre 
clade, suggérant l’existence d’un potentiel ancêtre commun aux RCV-A1, aux autres virus 
non pathogènes (RCV et RCV-like) et aux RHDV.  
 En 2007 sur l’Ile Lambay, se trouvant sur la côte Est de l’Irlande, est de nouveau 
identifié un passage de virus non pathogène. En effet, bien qu’aucun cas de RHD sur l’île 
n’ait jamais été rapporté, près de 81% des lapins qui ont pu être prélevés montraient un 
important titre en anticorps anti-RHDV. Un fragment du génome viral a par la suite été 
amplifié et séquencé, confirmant la présence du virus. Bien qu’apparaissant non pathogène, le 
virus Lambay n’a jamais pu être testé expérimentalement (Forrester, Trout, Gould 2007). De 
façon similaire, l’absence de RHD de l’archipel des Kerguelen et la séroprévalence de 35% 
des lapins a conduit à une forte suspicion quant à la présence de virus non pathogène sur 
l’archipel (Marchandeau et al. 2010). 
Des lapins séropositifs en bonne santé sont également retrouvés en France et la souche 
06-11 est isolée et identifiée. Une étude expérimentale montre qu’elle est capable d’infecter 
un individu sans provoquer de symptômes, comme pour le RCV et les RCV-A1. D’autres 
souches similaires à la souche 06-11 seront ensuite découvertes en Europe (Le Gall-Reculé, 
Zwingelstein, Fages, et al. 2011; Le Gall-Reculé et al. 2015). 
En Nouvelle-Zélande sont détectées deux autres nouvelles souches non pathogènes en 
2017. Parfois même retrouvées ensembles au sein d’un même hôte (coïnfection), elles restent 
asymptomatiques pour l’individu infecté. Une analyse phylogénétique a montré que ces deux 
souches appartenaient aux RCV-A1 (Nicholson et al. 2017). 
En 2002 est identifiée une souche particulière à Ashington, en Angleterre. Retrouvée 
sur un lapin sauvage mort, elle diffère cependant significativement des nombreuses souches 
de RHDV qui ont pu être retrouvées dans la région. En effet d’un point de vu phylogénétique, 
elle apparait aussi distincte que le RCV italien vis-à-vis du RHDV, mais sans pour autant 
présenter pour lui une forte similitude. Bien que cette souche Ashington soit apparue comme 
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pathogène puisque retrouvée sur un animal mort, son infection expérimentale n’a jamais pu 
être évaluée. Il est probable qu’il s’agisse en réalité d’une souche non pathogène non 
responsable de la mort de son hôte (Moss et al. 2002). 
Enfin, une épizootie de RHD atypique dans le Michigan fut rapportée en 2009. Bien 
que les signes cliniques correspondent à ceux classiquement observés en cas de RHD, le taux 
de mortalité était surprenant puisqu’il  n’atteignait que 32.5%. L’agent causal  fut identifié 
comme appartenant bien aux Lagovirus, mais était nettement distinct du RHDV, du RCV et 
de l’EBHSV. Nommé alors MRCV pour Michigan RCV, cette souche de pathogénicité 
intermédiaire s’inscrit comme virus apparenté au RHDV peu pathogène (Bergin et al. 2009). 
Ainsi depuis l’émergence de la RHD, une grande variété de virus peu ou non 
pathogènes, plus ou moins distincts les uns des autres, a été identifié un peu partout dans le 
monde, et ce même là où la maladie n’a jamais été rapportée. En plus de leur répartition 
géographique vaste, de nombreuses analyses notamment moléculaires ont permis de dater 
l’émergence de ces virus antérieurement à celle du RHDV (Moss et al. 2002; Jahnke et al. 
2010). Les hypothèses concernant leur propre évolution et leur classification seront 
développées dans la partie III.E.1. 
B. Epidémiologie 
1. Population atteinte 
a. Espèces affectées 
Ces virus apparentés au RHDV ne semblent affecter qu’O. cuniculus de nos jours. 
Lors de sa découverte en 1996, le RCV italien a été inoculé chez des lièvres mais aucun des 
individus n’a présenté de symptôme, de séroconversion, ou encore de RT-PCR positive 
(Capucci et al. 1996). La présence de ce virus chez d’autre espèce n’a pas été rapportée 
depuis, bien que certaines espèces soient suspectées d’être ou avoir été porteuses de virus 
apparentés au RHDV, comme le lièvre brun avant l’émergence du RHDV2. 
b. Sensibilité et réceptivité, différents facteurs 
Tout comme le RHDV, l’impact du RCV semble être influencé par l’âge du lapin. En 
effet, un transfert d’IgG de la mère au lapereau a été mis en évidence, AOM persistant ensuite 
jusqu’à 5 semaines après le sevrage. Par la suite, une exposition au virus a permis d’obtenir 
une séroconversion rapide avec essentiellement des IgM (Capucci et al. 1996). Il est donc 
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possible que le même phénomène qu’avec le RHDV se produise pour le RCV chez les jeunes, 
à savoir une protection juvénile procuré par les AOM. 
L’influence du climat a été mise en évidence vis-à-vis des infections par les RCV-A1 
en Australie. En effet, une étude sérologique dans les populations de lapins a permis de 
corréler les températures et les précipitations avec la prévalence du RCV-A1. Ces souches 
virales ont principalement été retrouvées dans les régions pluvieuses et froides, tandis qu’en 
régions arides aucune d’elles n’a pu être identifiée. Cette constatation permet de comprendre 
en partie la prévalence du RHDV sur le territoire australien en fonction du climat par le fait 
que les RCV-A1 semblent conférer une protection partielle face à la RHD. Les RCV-A1 étant 
absents des zones chaudes et arides, le RHDV y affecte alors les populations de lapins 
dépourvus en anticorps anti-RHDV et engendre des taux de mortalité classiquement 
importants. Cependant, la forte prévalence du RCV-A1 en zones pluvieuses et froides octroie 
aux lapins une protection face au RHDV, ce dernier ayant de ce fait un impact atténué dans 
ces régions. Leurs répartitions semblent donc être liées entre elles, d’un côté le RCV-A1 
atténuant l’impact de la RHD, et de l’autre le RHDV exerçant une pression sélective positive 
sur les souches de RCV-A1 en raison de sa pathogénicité (Strive, Wright, Robinson 2009; Liu 
et al. 2014).  
2. Sources virales et modes de transmission 
Lors de sa découverte, différents modes de transmissions ont été expérimentés. Trois 
groupes d’animaux ont été formés et séparés dans des cages différentes, deux cages (groupes 
1 et 2) en contact direct, et la troisième (groupe 3) à distance afin d’éviter toute possibilité de 
contact direct ou de transmission par fluides corporelles. Le premier groupe fut alors exposé 
au RCV par voie oro-nasale, et la séroconversion des animaux des autres cages fut évaluée. 
En 1 à 2 jours, le groupe 2 avait séroconverti. Au bout de 24 jours d’étude, aucun animal du 
groupe 3 n’avait séroconverti. Cela suggère donc un mode de transmission par contact direct 
et non par voie aérienne (Capucci et al. 1996). 
Plus exactement, c’est la voie féco-orale qui semble être la plus importante dans la 
propagation de ces virus. Le virus est détecté dès le 2ème jour post-infection dans les fèces, et 
peut y être excrété jusqu’au 7ème. Il est également présent dans la bile du 4ème jour jusqu’à 2 
mois post-infection. Ces données suggèrent ainsi une importante capacité dans la transmission 
oro-fécale (Strive et al. 2010). 
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La persistance du RCV dans l’environnement a également été incriminée vis-à-vis de 
sa transmission. Ainsi tout matériel contaminé serait susceptible d’être une source virale et 
d’engendrer une infection (Capucci, Nardin, Lavazza 1997). Cependant, aucune étude n’a 
encore précisé cette hypothèse. 
Par ailleurs, la transmission du RCV semble très rapide au sein de la population bien 
que l’infection soit asymptomatique. En effet, une étude sérologique a été effectuée au sein de 
portées de lapereaux dans un établissement où plusieurs infections de RCV ont été rapportées. 
L’étude montre une séroconversion d’une grande proportion de la population, allant de 27.6% 
pour les jeunes à 5-7 jours post-sevrage à 100% pour ceux à 32-33 jours post-sevrage 
(Capucci, Nardin, Lavazza 1997). Cette séroconversion montre la rapidité avec laquelle la 
propagation virale peut s’effectuer, qui est d’ailleurs assez similaire à celle du RHDV lors 
d’épizootie. 
C. Pathogénicité 
La découverte des virus apparentés au RHDV comme le RCV, les RCV-A1 ou MRCV 
est due à l’absence de signe clinique et de mortalité, ou dans certains cas plus ambigu à leur 
taux de mortalité inhabituellement bas. 
La plupart des souches identifiées n’engendrent ni mortalité ni symptôme. Ces virus 
non pathogènes regroupent le RCV, les RCV-A1 et les RCVs européens 06-11 et apparentés, 
virus dont la pathogénicité a été étudiée expérimentalement, ainsi que  la souche Lambay où 
seule l’absence de signe clinique a été objectivée. 
En ce qui concerne les souches Ashington et MRCV, l’aspect de leur pathogénicité 
semble plus controversé. En effet, comme beaucoup de souches de RHDV, la souche 
Ashington a été retrouvée sur un animal décédé. Cependant, la divergence établie entre cette 
dernière et les différents RHDV identifiés jusqu’alors était telle que la possibilité qu’elle 
corresponde à une souche peu ou non pathogène a été évoquée, la mort du lapin ne pouvant 
être imputable à la RHD. Malheureusement, aucune infection expérimentale n’a pu être 
réalisée. Comme expliqué précédemment, le MRCV a été identifié comme responsable de 
RHD dans le Michigan mais avec seulement 32.5% de mortalité. Les signes cliniques étaient 
comparables à ceux observés classiquement lors de RHD mais bien moins répandus au sein de 
la population. Par ailleurs, une inoculation du MRCV n’a entrainé qu’une légère prostration et 
dysorexie passagère, sans mortalité. Cette souche virale apparait donc comme intermédiaire 
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en terme de pathogénicité vis-à-vis des autres virus non pathogènes et du RHDV (Moss et al. 
2002; Bergin et al. 2009). 
 Tandis que le RHDV est préférentiellement détecté dans le foie ou la rate, ces virus 
apparentés semblent présenter un tropisme différent. En effet, plusieurs recherches du RCV 
par PCR et Western blot ont été réalisées sur foie, rate, intestin grêle, poumons, trachée et 
muqueuse nasale : le virus a uniquement été décelé dans l’intestin grêle (Capucci et al. 1996). 
Plus récemment, le RCV-A1 a été retrouvé dans l’intestin grêle, le gros intestin, les plaques 
de Peyer, certains nœuds lymphatiques mésentériques et la bile. La présence du virus dans 
cette dernière, et bien qu’absente du foie, n’est pas encore élucidée mais une potentielle 
remontée ascendante des voies biliaires depuis le duodénum a été évoquée (Strive et al. 2010). 
La souche Ashington et le MRCV se distinguent de nouveau des autres virus apparentés au 
RHDV de par leur tropisme hépatique. En effet, ces deux souches ont été détectées à partir de 
prélèvement de foie : seul le foie a été testé pour la souche Ashington, tandis que le MRCV a 
été également identifié dans la rate, le tube digestif, les poumons et la trachée, comme pour le 
RHDV (Moss et al. 2002; Bergin et al. 2009). Ces différents constats suggèrent que leur 
pathogénicité peut être directement liée à leur tropisme viral et leur capacité à passer les 
barrières épithéliales (Abrantes et al. 2012).  
D. Caractéristiques génomiques, protéiques et immunologiques 
1. Analyses séquentielles et organisation génomique 
a. Le RCV italien 
La séquence de la protéine de capside du RCV fût comparée à celles du RHDV et de 
l’EBHSV. L’alignement des séquences a montré une identité en acides aminés de 91.5% entre 
le RCV et diverses souches de RHDV, témoignant d’une assez faible divergence. Par 
comparaison, les différentes souches de RHDV présentaient entre elles une identité moyenne 
de 98%. Avec l’EBHSV, le RCV présente seulement 75% d’identité, valeur très proche de 
celle entre l’EBHSV et le RHDV (76.5%) (Capucci et al. 1996). 
L’organisation du génome du RCV semble proche à celle du RHDV, avec la présence 
de 2 ORFs dont le premier code pour une polyprotéine se clivant par la suite en plusieurs 
protéines structurales et non structurales nécessaires au cycle viral, dans la même disposition 
que le RHDV (cette similitude sera également retrouvée chez les différents virus apparentés 
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au RHDV présentés ci-dessous). Cependant, tandis que le RHDV dispose de deux codons 
d’initiation au début de l’ORF2, le RCV semble quant à lui n’en avoir qu’un seul. Par ailleurs, 
les polyprotéines du RCV et du RHDV présentent une identité estimée à 92% en ne prenant 
pas en compte les 4 premiers acides aminés (Capucci et al. 1996). 
b. La souche Ashington 
La souche Ashington, suscitant plusieurs hypothèses quant à sa pathogénicité, présente 
21% de divergence par rapport à certaines souches de RHDV isolées en Grande-Bretagne. 
Cette forte variation, quasi-similaire à celle entre le RCV et les mêmes souches de RHDV 
(18%), est à l’origine du doute vis-à-vis de ses caractéristiques pathogéniques. Cependant, la 
comparaison avec le RCV indique une différence de près de 19%, montrant ainsi que la 
souche Ashington est tout de même bien distincte du RCV italien (Moss et al. 2002). 
c. La souche Lambay 
La souche isolée sur l’île de Lambay présente des identités nucléotidiques de 84.9% 
pour la souche Ashington, 81.0% avec le RCV et 82.8% avec le RHDV. D’après une analyse 
phylogénétique, les souches Lambay et Ashington seraient apparues après divergence du 
RCV et partageraient un ancêtre commun avec lui, ancêtre plus proche que celui partagé avec 
les souches classiques de RHDV (Forrester, Trout, Gould 2007).  
d. Le MRCV 
Le séquençage du MRCV a permis d’obtenir une séquence de son génome atteignant 
7387 pb, ce qui correspond aux tailles génomiques habituellement retrouvées chez les RHDV. 
Une comparaison phylogénétique basée sur la séquence codant pour la VP60 a été effectuée 
avec plusieurs souches de RHDV et le RCV. Le MRCV apparait nettement distinct des 
RHDV avec des identités nucléotidiques allant de 89.8 à 91.3% et davantage proche du RCV 
italien avec 91.7% d’identité. Par ailleurs, la comparaison avec les RHDV basée sur la portion 
codante de la polyprotéine (VP60 exclue) ne montrent que 77.9 à 78.5% de similarité, 
indiquant bien que le MRCV semble être une souche distincte (Bergin et al. 2009). 
L’ORF1 et l’ORF2 codent respectivement pour 2328 et 113 acides aminés, les deux se 
chevauchant sur 8 pb. Les diverses protéines codées par l’ORF1, telles que l’hélicase, la 
polymérase, la VPg ou encore la VP60, sont retrouvées dans la même disposition que chez le 
RHDV. L’ORF2 codant pour la protéine mineure de capside présente une séquence plutôt 
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conservée. Tout comme le RCV et à contrario du RHDV, le MRCV semble ne posséder qu’un 
seul codon d’initiation au début de l’ORF2. Ces analyses suggèrent ainsi que le MRCV n’est 
pas un RHDV classique, mais plutôt une souche intermédiaire (Bergin et al. 2009). 
e. Les RCV-A1 
Le génome du RCV-A1 obtenu en 2009 est constitué de 7422 pb sans queue polyA, le 
rendant ainsi plus court que le RHDV. Plusieurs délétions et insertions de quelques 
nucléotides sont notables le long du génome, certaines étant partagées avec l’EBHSV. Les 
RCV-A1 partagent alors 78% et 71% d’identité moyenne avec le RHDV et l’EBHSV 
respectivement. L’analyse phylogénétique des RCV-A1 suggère que ces virus constituent un 
groupe monophylétique, partageant un ancêtre commun avec les RHDV, RHDV2, le RCV et 
autres virus apparentés au RHDV (Strive, Wright, Robinson 2009; Jahnke et al. 2010; 
Nicholson et al. 2017). 
Le premier ORF d’une taille de 7023 pb codent pour 2300 acides aminés tandis que le 
second plus petit de 342 pb codent pour 113 acides aminés. L’organisation génomique semble 
être la même, avec notamment la présence d’une polyprotéine. Les acides aminés des RCV-
A1 et RHDV présentent en moyenne 86.8% d’identité, certaines protéines étant plus ou moins 
conservées que d’autres avec 77% d’identité pour la protéine p16, ou 95% pour les protéases. 
Par ailleurs, les régions non traduites aux extrémités 5’ et 3’ présentes chez le RHDV 
semblent conservées chez les RCV-A1 (Strive, Wright, Robinson 2009). 
f. Les RCV-E 
La souche 06-11 identifiée en 2011 en France a ensuite été regroupée avec d’autres 
souches semblables à cette dernière. Seule la VP60 de la souche 06-11 a d’abord été 
séquencée, et a permis d’établir les premières comparaisons avec les autres virus. Le gène 
codant la VP60 fait alors 1734 pb et comporte plusieurs délétions. Une délétion est par 
ailleurs partagée avec la souche Ashington et le RCV, mais qui est cependant décalée d’un 
acide aminé pour ce dernier. Les comparaisons des séquences nucléotidiques codant pour la 
VP60 montrent que la souche 06-11 parait plus proche du virus Ashington par rapport au 
RCV, aux RCV-A1 et aux RHDV, avec comme identités nucléotidiques respectives 93.8%, 
85%, 79% et 83%. L’analyse des séquences d’acides aminés a par ailleurs révélé les mêmes 
similitudes. Le génome complet de la souche 06-11, mesurant 7436 pb, a récemment été 
obtenu et de nouvelles analyses ont été effectuées. La souche présente une identité 
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nucléotidique de 86% avec le RHDV, 91% avec le RHDV2, 79% avec les RCV-A1, 81% 
avec le MRCV et 71% avec l’EBHSV. Cependant, indépendamment de la méthode utilisée, 
l’analyse phylogénétique du génome complet met en évidence une plus forte similitude de la 
souche 06-11 avec les RHDV2 qu’avec la souche Ashington ou le RCV, comme l’avaient 
suggérées les précédentes analyses basées sur la VP60. Ainsi, bien que les souches 06-11 et 
apparentés étaient d’abord rapprochées des RCV et RCV-like, ces dernières semblent 
finalement aujourd’hui plus proches des RHDV2 que des autres (Le Gall-Reculé, 
Zwingelstein, Fages, et al. 2011; Lemaitre et al. 2018). 
La région non traduite à l’extrémité 3’ est similaire à celle du MRCV, raccourcie par 
rapport aux RHDV2 et plus longue par rapport aux RHDV et RCV-A1. L’ORF1 mesure 7029 
pb et codent pour la polyprotéine de 2342 acides aminés. Il y est retrouvé les mêmes protéines 
structurales et non structurales, avec le même ordre et les mêmes localisations dans le 
génome. L’ORF2 mesure quant à lui 342 pb et code pour 113 acides aminés constituant la 
protéine mineure de capside. Comme le RCV et le MRCV, la souche 06-11 ne dispose que du 
deuxième codon d’initiation de l’ORF2 (Lemaitre et al. 2018). 
D’autres souches distinctes de celles apparentées au 06-11 ont été identifiées en 
France, puis ailleurs en Europe. En effet, l’analyse de leur séquence a permis de montrer un 
fort rapprochement avec les RCV-A1 par rapport aux autres virus. Les identités 
nucléotidiques étaient de 86% pour les RCV-A1, 80% pour les RHDV, 80.6% pour le RCV, 
79.6% pour le MRCV, 80.5% pour la souche 06-11 et 80.8% pour le RHDV2. Elles 
présentaient également une insertion d’acide aminé sur la VP60 en position 436 similaire avec 
les RCV-A1. Finalement, l’analyse phylogénétique de ces nouvelles souches a permis de 
conclure qu’elles formaient avec les RCV-A1 un groupe monophylétique. Afin de les 
distinguer des précédentes souches 06-11 et apparentées également retrouvées en Europe, le 
nom de RCV-E pour Europe a été établie. Les virus RCV-E1 regroupent alors les souches 06-
11 et apparentées, proches des RHDV2, tandis que les virus RCV-E2 sont constituées des 
autres souches non pathogènes identifiés en Europe et proches des RCV-A1 (Le Gall-Reculé 
et al. 2015). 
2. Pouvoirs antigéniques et immunogènes 
Une étude a cherché à quels HBGAs les RCV-E1, RCV-E2 et RCV-A1 pouvaient se 
lier de façon plus ou moins spécifique. En évaluant leur capacité à se lier aux parois 
intestinales de lapins de phénotype AB différents (A+B+, A-B- et A+B-), il s’est avéré que les 
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RCV-E2 et RCV-A1 montraient une forte préférence pour les antigènes B, une plutôt 
intermédiaire pour les antigènes A et une faible pour les antigènes H. Ce profil de liaison 
semble être le même que chez le RHDV, montrant ainsi des profils antigéniques relativement 
proches. En ce qui concerne les RCV-E1, la liaison était forte uniquement pour les antigènes 
B. Ces premières informations concernant leurs affinités d’attachement montrent une certaine 
spécificité pour les antigènes B. Or, comme il a été décrit précédemment, les antigènes A et B 
sont tous deux exprimés chez O. cuniculus, mais pas de la même manière. Les antigènes A 
sont retrouvés aussi bien dans le tube digestif que dans la trachée, tandis que l’antigène B 
n’est lui retrouvé qu’au niveau des intestins. Leur spécificité pour O. cuniculus et leur 
tropisme digestif coïncident donc avec leur préférence pour l’antigène B. Cependant, l’étude 
montre que S. floridanus exprime également l’antigène B au niveau de sa muqueuse 
intestinale, alors qu’aucun RHDV ou virus apparenté non pathogène n’a encore été détecté 
chez cette espèce aujourd’hui. A ce stade, il n’est pas encore possible de comprendre tous les 
mécanismes intervenants dans la spécificité d’hôte des virus non pathogènes (Lopes et al. 
2017). 
C’est par leur pouvoir immunogène que les RCV et RCV-like ont été découverts. 
Plusieurs études se sont donc penchées sur l’immunité humorale induite par ces virus. 
Une étude a cherché à caractériser les classes d’immunoglobulines anti-RHDV 
produites lors d’infection par le RCV-A1. Les IgM et IgA peuvent être détectées à partir du 
7ème jour post-infection, tandis que les IgG ne sont retrouvées qu’en moyenne vers le 11ème 
jour avec cependant une importante variation interindividuelle. Le taux d’IgM semble 
décliner à partir du 14ème jour pour finalement devenir indétectables 2 à 3 semaines post-
infection. Les IgA restent elles présentent au moins 28 jours après (Strive et al. 2010). 
Le virus ne semble pas stimuler exactement de la même façon le système immunitaire 
des lapereaux selon leur âge. En effet, les titres en anticorps ont été établis chez des jeunes 
d’âges différents après le sevrage. Les résultats montrent que plus l’individu est âgé (de 0 à 20 
jours en post-sevrage), plus la production en anticorps induite est importante. De plus, les 
classes des anticorps synthétisés semblent également varier dans le temps en post-sevrage. 
Dans l’étude considérée, les anticorps des jeunes à 14 jours post-sevrage étaient 
essentiellement des IgA et des IgM, les IgG étant en très faible quantité ou absentes. A 20 
jours post-sevrage, les IgM voient leur quantité diminuer tandis que les IgG augmentent et les 
IgA persistent. Enfin à 33 jours, seules restent les IgG et les IgA. Par ailleurs, les titres en 
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anticorps des mères semblent être corrélés à ceux des lapereaux. Il a été montré que chez une 
mère ayant peu d’anticorps, son lapereau présentera un titre en anticorps faible. Inversement, 
une mère avec un fort titre en anticorps fournira à son petit davantage d’anticorps (Capucci, 
Nardin, Lavazza 1997). 
Les anticorps anti-RHDV induits par les RCV et RCV-like octroient une protection 
plus ou moins efficace face à la RHD. Les potentielles protections croisées ont été évaluées 
expérimentalement avec le RCV, les RCV-A1 et RCV-E1. En ce qui concerne le RCV, la 
protection générée est totale chez tous les individus et empêche l’apparition de symptôme lors 
d’exposition au RHDV, aussi bien chez des individus ayant un fort titre en anticorps que ceux 
en ayant un plus faible (Capucci et al. 1996). 
Cette protection semble plus controversée lorsqu’il s’agit de RCV-A1. En effet, parmi 
les 4 animaux dont le système immunitaire avait été stimulé par le RCV-A1 et chez qui le 
RHDV a été inoculé par la suite, seul un a survécu sans ne présenter aucun signe clinique. Le 
second présenta de la fièvre mais survécu, le troisième et quatrième développèrent 
respectivement une forme aiguë et une forme suraiguë, ces dernières étant cependant 
davantage étalées dans le temps par rapport aux témoins. Il s’avère que les deux ayant 
survécus présentaient des titres en anticorps bien plus importants que les deux autres, ainsi 
que des IgM. Le titre en anticorps et les IgM semblent ainsi influencer l’efficacité de la 
protection (Strive et al. 2010). 
Cependant, une part de cette hypothèse a été réfutée quelques années plus tard en 
montrant que la protection n’était pas dépendante du titre en anticorps mais du temps 
s’écoulant entre les deux passages viraux, du RCV-A1 et du RHDV. En effet, le taux de 
mortalité semble augmenter lorsque les infections deviennent trop espacées. Plus exactement, 
une étude a montré qu’un espacement de moins de 8 semaines permettait un taux de survie de 
38% de la population, contre 13% pour 8 à 10 semaines et 6% à plus de 10 semaines. Enfin, 
les taux de protections conférés par les RCV-A1 semblent être en moyenne compris entre 33 
et 52%, montrant bien que ce virus n’octroie qu’une protection partielle (Strive et al. 2013). 
Les RCV-E1 et plus particulièrement la souche 06-11 ont également été testées dans 
l’induction d’une protection croisée. Ainsi, plusieurs lapins ayant développé des titres en 
anticorps très importants suite à l’infection par la souche 06-11 reçurent une inoculation 
intramusculaire de RHDV. Tous les individus sont morts avec les symptômes et lésions 
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typiques de la RHD, montrant ainsi la totale absence de protection face au RHDV (Le Gall-
Reculé, Zwingelstein, Fages, et al. 2011). 
 Ainsi, les virus non ou peu pathogènes apparentés au RHDV sont capables d’induire 
une réponse immunitaire. Les anticorps produits persistent alors plus ou moins longtemps et 
permettent d’octroyer un gradient de protection face au RHDV, allant d’une absence totale 
pour les RCV-E1, partielle pour les RCV-A1 et totale pour le RCV. 
E. Hypothèses quant à l’évolution du RHDV 
La découverte de virus non pathogènes a permis d’émettre plusieurs hypothèses quant 
à l’évolution et l’émergence des RHDV et RHDV2. Avant de les développer en III.E.2, un 
focus sur l’évolution et l’actuelle classification des RCVs est réalisé. 
1. Evolution et classification des RCVs 
L’émergence des RCVs semble dater de bien plus longtemps que celle des RHDV 
puisque de nombreuses identifications ont en effet été réalisées sur des échantillons antérieurs 
à 1984. Une étude en 2002 portant sur l’analyse d’échantillons de sérum, de foie et de moelle 
osseuse datant de 1955 a pu mettre en évidence le virus, suggérant ainsi des circulations 
virales à bas bruit depuis au moins 50 ans (Moss et al. 2002). Plus récemment, l’utilisation de 
l’horloge moléculaire a permis de dater l’ancêtre commun des RCV-A1 au milieu du 19ème 
siècle, période correspondante avec à la première introduction de lapins européens sauvages 
en Australie en 1859. Par ailleurs, la découverte des RCV-E2 en France très proches des 
RCV-A1 confirme l’origine européenne des RCV-A1. Par la suite, l’émergence du virus de la 
myxomatose et du RHDV ayant conduit à la perte de 95% de la population de lapins en 
Australie aurait généré un goulot d’étranglement majeur au sein des RCV-A1 et ainsi permis 
une importante différenciation génétique (forte dérive génétique) (Jahnke et al. 2010; Le Gall-
Reculé et al. 2015). 
Au fur et à mesures des découvertes de nouveaux RCVs, de nombreux arbres 
phylogénétiques plus ou moins différents ont été construits et des hypothèses évolutives ont 
été émises. Cependant, tous s’accordent à dire que les RCV-A1 et RCV-E2 forment ensemble 




Comme il a été expliqué précédemment, le virus Lambay et le virus Ashington 
semblent diverger chacun du RCV italien, le plus probablement depuis son introduction d’un 
côté en Irlande et de l’autre en Angleterre (Forrester, Trout, Gould 2007).  
Les RCV-E1 ont d’abord été rapprochés de la souche Ashington, suggérant l’existence 
d’un ancêtre commun avec elle et d’un autre plus ancien avec le RCV, de la même manière 
que la souche Lambay (Le Gall-Reculé, Zwingelstein, Fages, et al. 2011). Aujourd’hui, les 
RCV-E1 semblent davantage proches des RHDV2 et pourraient être à l’origine de 
l’émergence de ces derniers (Lemaitre et al. 2018). 
Le MRCV présente quant à lui de nombreuses ressemblances avec les RCV-E1 et 
RCV-A1 rendant difficile l’interprétation de sa place au sein des arbres phylogénétiques. Il est 
alors souvent associé et retrouvé proche ou bien des RCV-E1, du RCV et de la souche 
Ashington, ou bien des RCV-A1 et RCV-E2 selon les études (Mahar et al. 2016). 
En conclusion, les virus non ou peu pathogènes semblent exister depuis de très 
nombreuses années et une forte dérive génétique a conduit à l’obtention d’une importante 
différenciation génétique. Bien que de nombreux arbres phylogénétiques existent et que tous 
les virus non ou peu pathogènes ne forment pas ensemble un groupe monophylétique (Jahnke 
et al. 2010), toutes les études mettent en évidence l’existence d’un ou plusieurs ancêtres 
communs partagés entre les souches pathogènes et apathogènes. Il est alors distingué d’une 
part 5 génotypes distincts que sont les RHDV classiques (RHDV G1-5 et RHDVa), les RCV-
E1, les RCV-A1 et RCV-E2 ensemble, les RHDV2 ainsi que les EBHSV, et enfin d’autre part 
les virus difficilement classables comme le RCV italien, le virus Ashington et le MRCV (Le 
Pendu et al. 2017). Les deux arbres phylogénétiques présentés ci-dessous par les Figures 15 et 
16 illustrent les différentes possibilités d’évolution, le deuxième ayant été réalisé plus 
récemment que le premier et issu de l’étude montrant le fort rapprochement entre les RCV-E1 




Figure 15 : Arbre phylogénétique des différents Lagovirus connus. Il est retrouvé de haut en bas les 
RHDV G1-5 (GI.1b-d), les RHDVa (GI.1a), les virus peu ou non pathogènes inclassables comme le RCV 
italien ou le MRCV, les RCV-E1 (GI.3), les RHDV2 (GI.2), les RCV-A1 et RCV-E2 (GI.4), et les EBHSV 
(GII.1). Le génotype GII.2 correspond à une seule séquence nucléotidique d’un virus apparenté aux 
EBHSV (HaCV) et est représenté avec un point d’interrogation en raison de son unicité. D’après (Le 
Pendu et al. 2017). 
 
Figure 16 : Arbre phylogénétique réalisé à partir de la séquence nucléotidique complète de la souche 06-
11. Le Lagovirus GII.1/GD89 (code GenBank Z69620) est utilisé comme groupe extérieur afin d’enraciner 
l’arbre. Il est ici notable que la souche 06-11 et le MRCV semblent davantage proches respectivement des 




2. Emergence des virus de la RHD 
Le phénomène d’acquisition de pathogénicité au sein des Lagovirus s’est manifesté 
plusieurs fois depuis la première émergence de la RHD en 1984. De nouveaux variants viraux 
se sont manifestés et de nombreuses barrières d’espèces ont été franchies. Ajouté à cela, 
différents degrés de pathogénicité ont été rapportés, allant d’un taux de mortalité de 100% à 
des infections asymptomatiques. Deux hypothèses majeures quant à l’évolution de la 
pathogénicité chez les virus apparentés au RHDV ont ainsi été évoquées : 
 L’acquisition du caractère pathogène à partir de souches primitivement non 
pathogènes, faisant intervenir des modifications génétiques comme des mutations 
ponctuelles ou des phénomènes de recombinaisons ; 
 Le saut d’espèce, reposant sur le portage asymptomatique du virus par une espèce non 
cible pouvant alors le transmettre par la suite à une espèce sensible. 
a. Evolution à partir de souches non pathogènes 
De nombreuses souches non pathogènes semblent partager un ancêtre commun avec 
des virus pathogènes, comme par exemple les RCV-E1 avec les RHDV2 ou le RCV italien 
avec les RHDV. Ainsi, l’évolution progressive avec l’acquisition du caractère pathogène est 
envisageable, incluant diverses modifications au niveau du génome telles que des mutations 
ponctuelles ou des recombinaisons lors de coïnfection.  
Les virus à ARN sont connus en particulier pour leur taux d’erreurs élevé lors de la 
réplication. Cette caractéristique est en effet retrouvée chez les Lagovirus, et en particulier 
avec le RHDV où le taux a été estimé à 2.77*10-3 substitutions/site/an en moyenne. Ce taux 
s’est avéré être encore plus important chez les RCV-A1, atteignant 5*10-3 
substitutions/site/an, suggérant ainsi la possibilité d’une accumulation rapide de mutations 
génomiques (Mahar et al. 2016). 
Une étude a remarqué un changement de 9 acides aminés entre plusieurs virus 
pathogènes et virus non pathogènes, ce qui suggère l’implication des mutations dans 
l’acquisition de pathogénicité. Cependant, aucun test expérimental n’a été effectué afin de 
confirmer cette hypothèse. Une étude intéressante chez les Norovirus a montré qu’une 
mutation entrainant le changement d’un seul acide aminé au sein d’une protéine équivalente à 
la p16/p23 des Lagovirus ou du domaine P2 de la protéine de capside pouvait induire 
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respectivement un changement de tropisme tissulaire ou un changement de virulence (Mahar 
et al. 2016). 
Une autre étude a mis en évidence que plusieurs mutations situées sur la portion 
codante pour la protéine p16 étaient caractéristiques de deux souches pathogènes. Le rôle de 
la p16 n’est pas encore bien connu à ce jour, mais il est suggéré qu’elle intervienne dans 
l’interaction du virus avec sa cellule cible. Ainsi, de possibles modifications génomiques au 
niveau du gène de la protéine p16 pourraient être à l’origine d’une pathogénicité (Elsworth et 
al. 2014). 
Il a été mis en évidence en 2008 que de nombreuses recombinaisons pouvaient se 
produire dans différentes localisations du génome. En particulier, l’étude montre que la 
souche responsable de la première épizootie en Chine en 1984 présente une recombinaison au 
niveau du gène codant pour la protéine de capside avec une ou plusieurs souches de RHDV 
allemandes. Il a été suggéré que ces virus auraient été introduits en Chine séparément avant de 
coïnfecter un individu. A partir de là, la recombinaison aurait permis un changement de 
virulence et conduit à la première épizootie (Forrester et al. 2008). 
Les recombinaisons ont également été suspectées d’avoir joué un rôle dans 
l’émergence des RHDV2 et leur diversité. Une étude de 2015 a mis en évidence que de 
nombreuses recombinaisons avaient eu lieu chez les RHDV2, concernant essentiellement les 
gènes codant les protéines structurales. Les portions de génome échangées correspondent à 
des séquences codantes pour des protéines non structurales issues de virus pathogènes mais 
aussi non pathogènes, soulignant ainsi le rôle de ces derniers dans l’évolution génomique des 
virus pathogènes (Lopes et al. 2015). 
D’autres recombinaisons faisant intervenir des souches apathogènes ont également été 
rapportées, notamment avec les gènes de protéines non structurales de RCV-A1 et de VP60 de 
RCV-E chez le MRCV. Cependant, il parait peu probable que l’acquisition du tropisme 
hépatique et de son caractère pathogène soit due à des recombinaisons avec ces deux virus 
bénins entériques (Mahar et al. 2016). 
Malgré toutes ces conclusions, l’hypothèse de l’émergence à partir de souches non 
virulentes reste controversée. En effet, les virus pathogènes et apathogènes présentent entre 
eux une divergence nucléotidique moyenne de 20%, et il est donc difficile de penser que les 
formes pathogènes soient directement issues de celles non pathogènes. L’hypothèse ne peut 
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cependant pas être réfutée étant donné les  observations menées jusqu’à présent et le fait que 
toutes les souches virales n’aient pas été identifiées de manière exhaustive. En particulier, il 
est possible que les ancêtres des souches pathogènes n’aient pas encore été décelées (Esteves 
et al. 2015). 
b. Saut d’espèce 
Cette hypothèse implique l’existence d’une ou plusieurs espèces insensibles au virus 
partageant à un moment donné la même niche écologique qu’O. cuniculus ou des autres 
espèces cibles. Elles constitueraient alors un réservoir permettant l’évolution du virus avant 
que celui-ci ne puisse enfin opérer un saut d’espèce. L’espèce de nos jours la plus soupçonnée 
est le lapin à queue blanche S. floridanus originaire d’Amérique du Nord. Bien qu’aucune 
preuve quant à la présence du virus chez cette espèce n’ait pu être apportée, plusieurs 
éléments permettent de suspecter le passage viral. 
L’introduction du lapin à queue blanche semble coïncider avec l’émergence des deux 
virus EBHSV et RHDV. Cette espèce a été massivement importée d’Amérique vers l’Europe 
de manière illégale durant les années 1960, soit moins de 20 ans avant les premiers cas 
d’EBHS et de RHD. Ajouté à cela, une étude sérologique a été réalisée dans une région 
d’Italie où l’espèce S. floridanus est considérée comme invasive : il s’est avéré que près de 
33% des lapins présentaient des anticorps anti-RHDV. Bien qu’aucun RHDV n’ait pu être 
détecté, les sérologies suggèrent que cette espèce est réceptive au virus. Enfin, l’étude portant 
sur l’identification des HBGAs au sein de différents tissus chez S. floridanus montre que 
l’antigène B, qui semble constituer le ligand préféré de toutes les souches de RHDV, RHDV2 
ou RCVs, est fortement exprimé au niveau de la trachée et de l’intestin grêle. Ce résultat est 
alors compatible avec cette hypothèse évolutive (Esteves et al. 2015; Lavazza et al. 2015; 
Lopes et al. 2017). 
D’autres espèces potentielles sont aujourd’hui suspectes vis-à-vis du portage du virus, 
mais elles restent peu documentées. De la même façon que S. floridanus, l’écureuil de Corée 
(Tamias sibiricus) a également été introduit en Europe au même moment que l’émergence de 
la RHD. Il a d’abord été vendu en tant qu’espèce domestique au cours des années 1960, avant 
d’être volontairement relâché à l’état sauvage à la fin des années 1970 (Chapuis 2005). 
Cependant, l’implication de l’écureuil de Corée dans un éventuel saut d’espèce n’a pour le 
moment encore jamais été documentée. 
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En réalité, il semblerait que l’origine des souches pathogènes soit double et que les 
deux phénomènes précédemment développés, l’acquisition de la pathogénicité par des 
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Etude expérimentale d’identification et séquençage de souches virales non 
pathogènes 
 
I. Projet de recherche 
Cette partie expérimentale s’inscrit dans le cadre d’un projet ANIHWA (Animal 
Health and Welfare) dirigé par l’Agence Nationale de la Recherche nommé projet ECALEP. 
L’objectif est de constituer un inventaire le plus large possible de souches non pathogènes en 
recherchant ces dernières chez O. cuniculus, L. europaeus, L. timidus, S. floridanus et T. 
sibiricus, bien qu’elles n’aient été pour le moment identifiées que chez O. cuniculus. Cette 
banque de donnée servira par la suite à caractériser le déterminisme génétique de la 
pathogénicité et comprendre les différents mécanismes d’émergence des Lagovirus, validant 
ou non les hypothèses émises jusqu’à présent. De plus, la détection et description précise de 
souches non pathogènes chez d’autres espèces permettrait de soutenir l’idée d’une évolution 
par saut d’espèces et de prévoir ainsi l’émergence de nouveaux virus pathogènes. 
Le projet fait l’objet d’une collaboration internationale et regroupe ainsi plusieurs 
équipes que sont notamment l’ANSES, l’ONCFS et l’UMR INRA-ENVT IHAP. Celle-ci est 
primordiale en raison de la répartition mondiale des virus et de la nécessité d’obtenir des 
échantillons de terrain.   
Cette partie présente un travail de recherche de RCVs chez des animaux d’espèces 
différentes retrouvés morts sans signe de RHD. Pour ce faire, le matériel génétique sera 
extrait de prélèvements d’intestin puis analysé par RT-qPCR. Pour les échantillons positifs 
seront réalisées de nombreuses PCR puis clonages bactériens afin d’obtenir du matériel 
génétique en quantité suffisante pour procéder au séquençage. Un travail d’alignement 
séquentiel et d’identification des souches obtenues sera par la suite effectué. 
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II. Matériels et méthodes 
A. Echantillonnage 
La recherche de génome viral est effectuée à partir de prélèvements d’intestin grêle de 
différentes espèces que sont O. cuniculus, L. europaeus, L. timidus, S. floridanus et T. 
sibiricus. Ces prélèvements ont été réalisés chez des individus retrouvés morts ou abattus 
(campagnes d’élimination) sans aucune présentation clinique de RHD. Par ailleurs, leur statut 
sérologique anti-RHDV est inconnu. Les organes prélevés sont congelés à -20°C avant d’être 
acheminées à l’ENVT à l’équipe virologie de l’UMR INRA-ENVT IHAP. Le nom des 
échantillons et leur origine sont présentés dans le Tableau 1. 
Tableau 1 : Liste des différents échantillons ayant fait l’objet d’une recherche virale. 
Noms Nombres Numéros Espèces Lieux 
OCCS- 5 06, 14, 25, 110, 111 O. cuniculus Suède 
DPY 1 - O. cuniculus France 
LTF- 2 20, 22 L. timidus Finlande 
LTS- 6 21, 22, 24 - 27 L. timidus Suède 
LES- 2 22, 28 L. europaeus Suède 
SF-CAN-2017- 16 1 - 16 S. floridanus Canada 
SF-USA-2017- 11 17 - 27 S. floridanus Etats-Unis 
TS-F-2018- 15 1 - 15 T. sibiricus France 
 
B. Extraction et purification des ARNs 
Les ARNs viraux éventuellement présents dans les échantillons doivent être extraits 
puis purifiés avant de procéder à leur mise en évidence par RT-qPCR. Une étape d’extraction 
est donc tout d’abord réalisée à l’aide de TRAzol Reagent (CliniSciences), puis une 
purification sur colonne à l’aide du kit NucleoSpin® RNA Clean-up (Marcherey-Nagel) est 
effectuée. 
1. Extraction 
L’étape d’extraction est réalisée à l’aide de TRAzol, solution chimique couramment 
utilisée dans l’extraction des ARNs des cellules. Il permet de préserver leur intégrité lors de 
l’étape de broyage tissulaire et de mise en suspension. La procédure d’extraction faisant 
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intervenir des composés toxiques (TRAzol, chloroforme), toute cette étape est réalisée sous 
hôte avec le port de gants et de masque. 
 Découpe : l’échantillon est décongelé puis morcelé dans la glace sur une boite de 
pétri. Pour ce faire, la portion d’intestin est redécoupée transversalement (tous les 
échantillons) et/ou  par grattage de la muqueuse seule (OCCS-06, 25, 110 et 111 alors 
nommés OCCS-06G, 25G, 110G et 111G). La taille de découpe est estimée afin 
d’obtenir 50 à 100 mg de tissu, soit environ 5 mm x 5 mm. 
 Broyage et homogénéisation : le tissu est déposé dans un tube de lyse Precellys 
(Bertin Technologies) avec 1 ml de TRAzol Reagent puis passé au broyeur avec le 
programme 6500 3*30 D10. Les homogénats sont ensuite transférés dans un nouveau 
tube Eppendorf. 
 Séparation des phases : l’échantillon est incubé à température ambiante pendant 5 
min puis 200 µl de chloroforme sont ajoutés. Après avoir été agité vigoureusement 
(vortex) pendant 15 sec, le tube est de nouveau incubé à TA pendant 2 à 10 min. 
L’échantillon est alors centrifugé à 12000 g pendant 15 min à 4°C, ce qui permet 
d’obtenir 3 phases : en bas le chloroforme, une interface et en haut une phase aqueuse 
avec les ARNs. La phase supérieure est transférée dans un nouveau tube Eppendorf. 
 Précipitation des ARNs : 500 µl d’isopropanol sont ajoutés et mélangés par inversion 
avec le reste du tube. Après une incubation à TA pendant 10 min, une centrifugation 
est réalisée à 12000 g pendant 10 min à 4°C. 
 Lavage des ARNs : ce procédé est réalisé dans la glace afin de préserver les ARNs. 
Le surnageant est enlevé puis le culot est lavé avec 1 ml d’éthanol à 75% 
(l’échantillon peut alors être stocké 1 an à -20°C ou 1 semaine à 4°C). Après avoir 
agité brièvement le tube au vortex, une centrifugation est opérée à 7500 g pendant 5 
min à 4°C puis le surnageant est enlevé. 
 Elution des ARNs : le culot est resuspendu avec 100 µl de H2O RNase-free issu du 
kit NucleoSpin® RNA Clean-up, puis le tube est incubé au bain-marie à 55-60°C 
pendant 10 à 15 min. 
2. Purification 
Cette étape est réalisée avec le kit NucleoSpin® RNA Clean-up directement à la suite 
de l’extraction des ARNs. Elle permet entre autres d’éliminer les éventuels inhibiteurs de RT-
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PCR qui seraient présents dus à la méthode d’extraction employée (phénol, chloroforme). Le 
kit fournit les réactifs RA1, RA3 et H2O RNase-free ainsi que les colonnes à membrane. 
 Préparation de l’échantillon : 300 µl de RA1 et 300 µl d’éthanol absolu sont ajoutés 
aux 100 µl précédents, puis le tube est agité par vortex. 
 Fixation de l’ARN à la membrane : une colonne est placée dans un collecteur avant 
que les 700 µl contenus dans le tube y soient transférés. La colonne est centrifugée à 
8000 g pendant 30 sec à TA. 
 Lavage et séchage de la membrane : le collecteur est vidé puis 700 µl de RA3 sont 
ajoutés. Une centrifugation à 8000 g pendant 30 sec (TA) est effectuée puis le 
collecteur est de nouveau vidé et 350 µl de RA3 sont ajoutés. Le tube est centrifugé à 
8000 g pendant 2 min (TA). 
 Elution des ARNs : la colonne est ôtée du tube collecteur et placée dans un 
Eppendorf. Les échantillons sont incubés 3 min à TA  puis 60 µl de H2O RNase-free 
sont ajoutés. La colonne est centrifugée à 8000 g pendant 1 min puis l’Eppendorf 
contenant les ARNs est récupéré et stocké à -80°C. 
C. Reverse transcription des ARNs 
La reverse transcription (RT) permettant d’obtenir l’ADNc est réalisée 
indépendamment de la qPCR à l’aide du kit RevertAid RT Reverse Transcription (Thermo 
Fisher Scientific). L’enzyme RevertAid Reverse Transcriptase présente une activité entre 42 
et 50°C avec un optimal à 42°C, et est capable de synthétiser des ADNc jusqu’à 13kb, 
longueur suffisante pour les Lagovirus recherchés. Le kit fournit entre autres un inhibiteur de 
RNases (RiboLock) protégeant les ARNs de leur dégradation à haute température et des 
amorces aléatoires de 6 nucléotides (Random Hexamer Primer).  
Sont mélangés dans un tube Eppendorf 10 µl de l’échantillon contenant les ARNs 
précédemment stocké à -80°C ainsi que 2 µl de Random Hexamer Primer à 150 ng/µl. Le tube 
est incubé à 65°C pendant 5 min puis mis dans la glace pendant 2 min. Il est ensuite ajouté 4 
µl de 5X Reaction Buffer (solution tampon), 2 µl de dNTP Mix à 10 mM, 1 µl de RiboLock 
et 1 µl de RevertAid Reverse Transcriptase. Le mix réactionnel est ensuite incubé à 25°C 
pendant 10 min, 42°C pendant 60 min, puis 70°C pendant 10 min. Le tube détenant les ADNc 
obtenus est ensuite stocké à -20°C. 
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D. Détection du matériel viral par PCR quantitative 
La qPCR réalisée à partir des ADNc précédemment obtenus doit permettre d’amplifier 
de manière spécifique l’ADNc des différents potentiels RCVs présents. Etant donné 
l’importante diversité génétique, il a été choisi d’employer des amorces dites universelles (ou 
PanLago) capables d’amplifier la majeure partie des Lagovirus. En effet, ces amorces ont été 
conçues à partir de séquences issues du gène de la VP60, séquences semblables d’une souche 
à l’autre et donc bien conservées au sein des Lagovirus. Ce couple d’amorce a déjà fait l’objet 
de plusieurs détections de virus et s’avère le meilleur actuellement en matière de sensibilité et 
spécificité au sein du laboratoire. Les caractéristiques des deux amorces sont répertoriées dans 
le Tableau 2. 
Tableau 2 : Caractéristiques des amorces PanLago U38 et L337i. Les localisations nucléotidiques sont 
basées sur la souche 06-11 (séquence obtenue dans le cadre d’une collaboration (Lemaitre et al. 2018)). 
Noms d’amorces Séquences (5’ → 3’) Localisations Tm Taille d’amplicon 
U38 (sens) CAGCGGGCACTGCTACCACAGCATC 5342-5366 64°C 326 pb 
L337i (antisens) GAAGCGAAACTGCATGCCACCNGCCCA 5641-5667 
 
La qPCR est effectuée grâce à l’iTaq Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad), 
mix comportant déjà tous les éléments nécessaires à sa réalisation (enzyme, dNTPs, milieu 
tampon…). Le témoin positif employé est un RHDV2 dont le nom d’échantillon est C+10401, 
tandis que le témoin négatif est de l’eau ultra pure obtenue par l’intermédiaire du système 
Nanopure (Thermo Scientific Barnstead). Afin de pouvoir éventuellement estimer la quantité 
de copies d’ADNc, une gamme d’ADN plasmidique pSCA-VP60-RHDV2-U38 est utilisée. 
Elle a été élaborée à partir de l’incorporation de  l’amplicon U38/L337i du gène de la VP60 
d’un RHDV2 au sein d’un plasmide pSCA. Ce dernier a par la suite été préparé à différentes 
concentrations pour réaliser la gamme (8 concentrations allant de 102 à 109 copies/2 µl). 
L’échantillon à tester issu de la RT précédente est d’abord dilué au 100ème. Dans un 
puit de plaque pour qPCR sont ajoutés 2.4 µl de H2O ultra pure, 0.3 µl de chaque amorce U38 
et L337i (chacune à 10 µM), 5 µl d’iTaq Universal SYBR® Green Supermix puis 2 µl 
d’ADNc dilué ou d’ADN plasmidique. La plaque est ensuite centrifugée brièvement à 3000 
rpm puis placée dans un LightCycler® 96. Les différentes incubations sont répertoriées dans 
le Tableau 3. 
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Tableau 3 : Programme d’incubation de la qPCR PanLago. 
Phases Températures (°C) Modes d’action Temps Vitesses (°C/s) 




95 None 15 sec 4.4 
64 Single 20 sec 2.2 
Melting curve 95 None 5 sec 4.4 
65 None 1 min 2.2 
97 Continuous - 0.11 
Cooling 40 None 30 sec 2.2 
 
E. Amplification du matériel génétique par PCR 
Les PCR sont réalisées sur les échantillons revenus positifs à la RT-qPCR. Etant 
donné que le génome viral mesure approximativement 7.5 kb, il est difficile d’obtenir une 
amplification de toute la séquence nucléotidique en une seule fois. Ainsi, de nombreuses 
amorces ont été designées afin d’amplifier morceau par morceau le génome, ces derniers 
mesurant dans la plupart des cas 1 à 1.5 kb en moyenne. Le séquençage de ces plus petites 
séquences permettra par la suite de reconstituer le génome complet en les mettant bout à bout. 
La variabilité génétique étant conséquente chez les Lagovirus, il est difficile de pouvoir 
amplifier toutes les souches virales (RCV-A1, RCV-E2, RCV-E1, RHDV2…) à l’aide d’un 
seul et même pool d’amorces. La plupart des amorces a donc été conçue à partir de séquences 
de souches différentes (RCVs, RHDV2…) à plusieurs endroits du génome selon la nécessité 
et la difficulté rencontrée lors des amplifications. Ainsi, certaines amorces ont été designées 
au fur et à mesure des séquençages permettant alors d’avoir des amorces spécifiques aux 
échantillons concernés. Par ailleurs, de nombreuses combinaisons entre les différentes 
amorces obtenues ont été essayées. Toutes les amorces employées sont présentées dans le 
Tableau 4 et ont été ou bien designées à l’aide de Primer3web (http://primer3.ut.ee/) et 
d’Oligo Analysis Tool (http://www.operon.com/tools/oligo-analysis-tool.aspx) ou bien issues 





Tableau 4 : Liste des amorces utilisées dans les PCR. Le symbole * signifie que l’amorce a été designée par 
autrui (Mahar et al. 2016). 
Noms d’amorces Séquences (5’ → 3’) Localisations Tm (°C) 
MICV12 * GTGAAAGTTATGGCGGTTTTATCG 1-24 N/A 
RCV-GCS-F ATGGCGGCTATGTCACGCCT 10-29 57 
RHDV2-GCS-F ATGGCGGCTATGTCGCGCCTTA 10-31 61 
RCV-GC1-F GGCTATGTCACGCCTTACTG 15-34 58 
RHDV2-GC1-F GCTATGTCGCGCCTTACTG 16-34 59 
DPY660-R GTTGTCCAATGCAAGCCTGA 692-711 59 
RHDV2-GC2-F TTGTATGGTGTTGTGCAGGC 985-1004 59 
RCV-GC2-F TTGTATGGTGTTGTGCAGGC 985-1004 59 
RHDV2-GC1-R CAGAAGCTCTTGACGCCTTC 1024-1043 59 
RCV-GC1-R CACCTTGTCCCAGAAGCTCT 1034-1053 59 
RCVf1.5 * CAGCCYGTTGCYGTCATYTTCAA 1548-1571 N/A 
OCCS-110-r1.7 CTCACCTGTGTACGAGTCGA 1670-1689 59 
RCVr1.8 * CTTTGTCACAGTTGAGRGGGCA 1777-1798 N/A 
RHDV2-GC3-F CAGCAAGGACATGTCACACC 1989-2008 59 
RHDV2-GC2-R AGGCATGTTGTGAGGGTACA 2021-2040 59 
RCV-GC3-F GGGATTTGTGTTTGTCGGGG 2046-2065 59 
RCV-GC2-R TGACTTCACCAGCTTCTCCC 2063-2082 59 
RHDV2-GC3-R GTCTTGCCTTTCACACCCTG 2986-3005 59 
RHDV2-GC4-F CAGGGTGTGAAAGGCAAGAC 2986-3005 59 
RCV-GC3-R CGTCGTTCCCCAAGTTTACC 3027-3046 59 
RCV-GC4-F GGTAAACTTGGGGAACGACG 3027-3046 59 
RCVf3.0 * GGYAATGAYGAGTATGAYGAGTGGCA 3037-3062 N/A 
OCCS-110-f3.2 TCACAGTCATTGGCAGAGGT 3218-3237 59 
RCVr3.3 * GGRAGYCCYTCATAGTCATTGTCAT 3317-3341 N/A 
DPY5-F TGAGCCGATCGATTACAGGG 3783-3802 59 
RCV-GC5-F GACGAGTTTATTGAGCGGGC 4015-4034 59 
RHDV2-GC4-R TGCCCGCTCAATATACTCGT 4016-4035 59 
RHDV2-GC5-F ACGAGTATATTGAGCGGGCA 4016-4035 59 
RCV-GC4-R CTCCCTTGGTTAGAAAGCGC 4059-4078 59 
Lago9 * TGGNCCNATYGCAGTYGGVRTTGACATGAC 4416-4445 N/A 
OCCS-110-r4.5 GCGACATTGTTGAGTCCCAC 4521-4540 59 
RCVr4.7 * ATRCCACTTGGRAGYCCTCTTTTRG 4667-4691 N/A 
RHDV2-GC5-R GTCCAACTTTGACACCCACC 4997-5016 59 
RHDV2-GC6-F GGTGGGTGTCAAAGTTGGAC 4997-5016 59 
RCV-GC6-F GGTGGGTGTCAAAGTTGGAC 4997-5016 59 
RCV-GC5-R TTTTGCTCCACTCCAACTGC 5034-5053 59 
DPY5-R GTTGTCGGTTGAGCTCCTTG 5178-5197 59 
U38 CAGCGGGCACTGCTACCACAGCATC 5342-5366 64 
OCCS-25-6R CAAGTCTCTTGTTGGTCCACC 5487-5507 59 
OCCS-110-6R GGCATCTGTGATTGACCAGG 5540-5559 58 
RCVf5.6 * CAAATGTATGCYGGYTGGGCTGGT 5626-5649 N/A 
L337i GAAGCGAAACTGCATGCCACCNGCCCA 5641-5667 64 
OCCS-06-r5.7 GCCCTGGTTCAATTTCAATGC 5726-5746 59 
DPY7-F CCAGTCACCATCACAATGCC 5797-5816 59 
OCCS-110-7F CAACCCCTGTCCTTACCGG 6035-6053 60 
RCVr6.1 * ACTATCTGRCCRTTCCAYCTGTTGTC 6064-6089 N/A 
RHDV2-GC6-R CAGCCCCACTATCTCACCAT 6077-6096 59 
RHDV2-GC7-F ATGGTGAGATAGTGGGGCTG 6077-6096 59 
OCCS-25-7F AGATAGTGGGCCTTCAACCA 6083-6102 58 
RCV-GC7-F TGAATGGCAGTACGTACGGT 6143-6162 59 
RCV-GC6-R GCTTGACCAACCGTACGTAC 6152-6171 59 
OCCS-25-6200F CGAATGTGCTGGAGTTCTGG 6227-6246 59 
OCCS-110-6200F GTGCTTGAGTTCTGGTACGC 6232-6251 59 
RCVf6.5 * CATCTAYGSTGTTGCAAATGG 6507-6527 N/A 
OCCS-06-f6.7 TCATGTTTGCGTCCGTCATC 6680-6699 59 
RCVr6.8 * GYGCMGACGAGTAATTGTTTAGCGAC 6792-6817 N/A 
RHDV2-GCS-R TCAAGCACTGGACTCGCCAGTG 7351-7372 61 
RHDV2-GC7-R ATCAAGCACTGGACTCGC 7356-7373 57 
RCV-GC7-R CTCTAACTAAACACTGGACTCGC 7356-7378 59 
RCV end * dT(29)-ATAATTTACTCTAAATTATAAACCAATTAAATTAATTAAC 7396-7436-PolyA N/A 
RCV-GCS-R CTATAAAGCCAATTAAACCAAATA 7398-7421 57 
 
Les PCR sont effectuées à l’aide de deux enzymes, ou bien la PrimeSTAR® Max 
DNA polymerase (Takara), ou bien la Phusion High-Fidelity DNA polymerase (Thermo 
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Fisher Scientific). La première a la particularité de se présenter en mix (enzyme, dNTPs, 
solution tampon…) et d’avoir une grande vitesse d’élongation (5 sec/kb) dans certaines 
conditions, tandis que la deuxième est reconnue pour sa très haute-fidélité (taux d’erreurs de 
4.4*10-7). Le protocole de PCR diffère bien entendu selon l’enzyme employée. 
Les témoins positifs utilisés sont des ADNc de RHDV2 dont les noms d’échantillons 
sont C+10401 et C+LD31. De l’eau ultra pure est employée en guise de témoin négatif. 
Dans le cas d’une PCR avec la PrimeSTAR® Max, le mix réactionnel comprend 9.1 
µl de H2O ultra pure, 0.7 µl de chacune des amorces sens et antisens toutes deux à 10 µM, 
12.5 µl de PrimeSTAR® Max DNA polymerase et 2 µl d’ADNc dilué au 100ème. Il est ensuite 
mis à incubé selon le programme présenté dans le Tableau 5. 
Tableau 5 : Programme d'incubation des PCR réalisées avec la PrimeSTAR® Max DNA polymerase. 




98 10 sec 
55 15 sec 
72 1 min/kb 
 
Lors de PCR avec la Phusion High-Fidelity, le mix réactionnel est composé de 12.2 µl 
de H2O ultra pure, 4 µl de 5X Phusion HF Buffer (solution tampon), 0.6 µl de chacune des 
amorces sens et antisens toutes deux à 10 µM, 0.4 µl de dNTPs, 0.2 µl  de Phusion High-
Fidelity DNA polymerase et 2 µl d’ADNc dilué au 100ème. Le programme d’incubation est 
résumé dans le Tableau 6. 
Tableau 6 : Programme d'incubation des PCR réalisées avec la Phusion HighFidelity DNA polymerase. 
Phases Températures (°C) Temps 




98 10 sec 
59 30 sec 
72 15-30 sec/kb 




F. Electrophorèses et extractions des produits PCR 
L’emploi d’électrophorèses sur gel d’agarose permet de procéder à la lecture des 
résultats de PCR ainsi que, dans le cas de résultats douteux obtenus lors de certaines qPCR, 
confirmer ou infirmer une présence virale. 
Un gel d’agarose est préparé, entre 0.8 et 2% selon la taille du fragment d’ADNc 
amplifié à faire migrer, à partir d’agarose E (Conda) et d’une solution tampon TBE 0.5X (Tris 
Borate EDTA). Avant de couler le gel est ajouté au mélange du SYBR® Safe DNA Gel Stain 
utilisé à 20000X (1 µl pour 20 ml de gel préparé). Le gel est placé à l’abri de la lumière et 
prend en 30 à 120 min. Un tampon de charge 5X est ensuite incorporé au produit PCR avant 
de déposer le tout sur gel. Les marqueurs employés dépendent bien entendu des fragments 
PCR et sont ou bien de l’ordre de 100 pb (ExactLadder DNA PreMix 100 bp Plus), ou bien de 
l’ordre de 1 kb (ExactLadder DNA PreMix 2 Log). Leur dépôt sur gel est de 4 µl. 
L’électrophorèse est programmée entre 90 et 140 V selon la taille de l’appareil et celle du gel 
durant 75 à 120 min. La lecture est ensuite réalisée et les éventuels fragments PCR visibles 
sont récupérés par découpe du gel puis stockés à 4°C.  
L’extraction de l’ADN des gels est effectuée à l’aide du kit NucleoSpin® Gel and 
PCR Clean-up (Marcherey-Nagel). Dans le tube contenant le morceau de gel d’agarose sont 
ajoutés 200 µl de Buffer NTI pour chaque 100 mg de gel avant que celui-ci soit mis à incubé 
durant 5-10 min à 50°C. Une fois le gel dissolu, l’échantillon est transféré dans une colonne à 
membrane placée dans un tube collecteur. Une centrifugation est réalisée à 11000 g pendant 
30 sec (TA) puis le collecteur est vidé. Sont ajoutés 700 µl de Buffer NT3, une nouvelle 
centrifugation est effectuée à 11000 g pendant 30 sec (TA) puis le collecteur est de nouveau 
vidé. Cette dernière étape est réalisée une seconde fois afin de laver correctement la 
membrane. Une centrifugation à 11000 g pendant 1 min (TA) est réalisée puis la colonne est 
placée dans un nouveau tube Eppendorf. Sont ajoutés 20 µl de Buffer NE au centre de la 
membrane et le tout est incubé à TA durant 1 min. Une centrifugation est effectuée à 11000 g 




H. Clonages bactériens 
Le matériel génétique obtenu par PCR étant souvent présent en trop faible quantité 
afin d’effectuer un séquençage convenable, il a été nécessaire d’avoir recours au clonage 
bactérien en utilisant le kit StrataClone Blunt PCR Cloning. 
Pour ce faire, une réaction de ligation entre le produit PCR et le vecteur StrataClone 
Blunt Vector Mix amp/kan est tout d’abord réalisée. Ce vecteur a la particularité de disposer 
de gènes octroyant une antibiorésistance (ampicilline et kanamycine) et codant pour une 
enzyme capable de produire une couleur bleue avec un substrat chromogénique si aucun 
produit PCR n’est inséré (ce dernier venant s’incorporé au niveau d’un gène lacZ’ muté). Le 
produit de ligation est alors intégré au sein de StrataClone SoloPack Competent Cells, 
circularisé puis exprimé. Les cellules incubées dans un milieu avec ampicilline ayant 
correctement intégrées le vecteur avec le produit PCR forment alors des colonies de couleur 
blanche. Ces colonies blanches sont alors ensuite repiquées puis leur matériel génétique 
contenant le produit PCR est extrait. Il est alors obtenu un grand nombre de séquences 
nucléotidiques parmi lesquelles se trouvent les ADNc viraux. 
 Ligation de l’insert : le mix de ligation est formé par 3 µl de StrataClone Blunt 
Cloning Buffer, 2 µl de produit PCR (5-50 ng) et 1 µl de StrataClone Blunt Vector 
Mix amp/kan. Une homogénéisation est obtenue par inversions puis le mix est incubé 
à TA durant 5 min. Une fois terminé, le tube est placé dans la glace. 
 Transformation des cellules compétentes : les bactéries StrataClone SoloPack 
Competent Cells sont transférées (50 µl) dans un tube de culture avec 1 µl de produit 
de ligation avant que le tout soit incubé 20 min dans la glace. Un choc thermique est 
réalisé à 42°C durant 45 sec puis le tube est de nouveau placé dans le glace 2 min. 
Sont ajoutés 900 µl de LB medium et une incubation avec agitation de 60 min à 37°C 
est réalisée. Une boite de pétri est préparée avec du LB agar et de l’ampicilline (1‰), 
puis 20 µl de X-gal (substrat chromogénique) à 4% sont répartis de façon homogène à 
la surface du gel. Une fois l’incubation terminée, 150 µl de bouillon de culture sont 
déposés et étalés dans la boite de pétri. Cette dernière est incubée une nuit à 37°C. 
 Isolement des colonies bactériennes : les colonies possédant le produit PCR sont 
identifiées (blanches) et repiquées : 4 à 6 colonies sont prélevées et déposées dans des 
tubes de culture individuels préalablement remplis avec 4 ml de LB medium et 4 µl 
d’ampicilline (1‰). Les tubes sont incubés avec agitation une nuit à 37°C. 
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 Lyse bactérienne et récupération des plasmides : cette étape est réalisée avec le kit 
NucleoSpin® Plasmid EasyPure (Macherey-Nagel). Chaque bouillon de culture est 
transféré dans un nouveau tube Eppendorf (1.75 ml) puis centrifugé à 13000 rpm 
durant 1 min. Sont ajoutés 150 µl de Buffer A1 puis une agitation au vortex permet de 
remettre en suspension les cellules. Sont ajoutés alors 250 µl de Buffer A2 puis 5 
mélanges par inversion sont réalisés. Le tube est incubé à TA 2 min le temps que les 
cellules soient lysées. Sont ajoutés 350 µl de Buffer A3 puis des mélanges par 
inversion sont effectués jusqu’à dissipation de la couleur bleutée. Une centrifugation à 
>12000 g pendant 3 min est réalisée. Le surnageant est ensuite transféré dans une 
colonne à membrane placée dans un collecteur. Une nouvelle centrifugation est 
effectuée mais à 1000-2000 g durant 30 sec, puis le collecteur est vidé. Sont ajoutés 
dans la colonne 450 µl de Buffer AQ. Le tout est ensuite centrifugé deux fois de suite 
à >12000 g durant 1 min en vidant à chaque fois le collecteur. La colonne est alors 
transférée dans un tube Eppendorf, 50 µl de Buffer AE sont ajoutés et une incubation à 
TA durant 1 min est réalisée. Une centrifugation à >12000 g pendant 1 min permet 
alors enfin de récupérer les plasmides et le tube est stocké à 4°C. 
Afin d’être assuré de la présence du produit PCR, l’ADN plasmidique est dilué au 
50ème puis amplifié à l’aide d’une KAPA Taq DNA polymerase. Les amorces utilisées sont les 
mêmes que celles ayant permis d’obtenir l’amplicon PCR, le contrôle positif l’ADNc de 
l’échantillon originel dilué au 100ème, les contrôles négatifs de l’eau ultra pure et un plasmide 
sans l’insert PCR (pSCA). Le mix réactionnel comprend 18.25 µl d’eau ultra pure, 2.5 µl de 
10X KAPA Taq Buffer A, 0.75 µl de chaque amorce à 10 µM, 0.5 µl de dNTPs à 10 mM, 
0.25 µl de KAPA Taq DNA polymerase et 2 µl de matrice. Le programme d’incubation est 
présenté dans le Tableau 7. Le produit PCR est déposé sur gel est pour procéder à la lecture 
des résultats. 
Tableau 7 : Programme d'incubation des PCR réalisées avec la KAPA Taq DNA polymerase. 
Phases Températures (°C) Temps 




95 30 sec 
59 30 sec 
72 1 min/kb 




Avant de procéder au séquençage même, la quantité d’ADNc est estimée par mesure 
de la densité optique à l’aide du CLARIOstar (BMG LABTECH). 
L’échantillon est ensuite envoyé au laboratoire GATC afin que le séquençage y soit 
réalisé. L’ADNc est dilué de façon à obtenir une concentration de 30 à 100 ng/µl pour les 
plasmides ou de 10 à 50 ng/µl pour les produits PCR. Le processus requiert la présence d’une 
amorce à partir de laquelle le séquençage peut débuter. Les amorces employées sont les 
mêmes que celles utilisées lors des PCR (Tableau 4) ainsi que deux autres supplémentaires 
s’hybridant sur le plasmide de part et d’autre de l’insert PCR et permettant ainsi d’obtenir un 
meilleur séquençage des extrémités. Ces deux amorces sont détaillées dans le Tableau 8. 
Tableau 8 : Caractéristiques des amorces T3 et T7 s'hybridant sur le plasmide pour le séquençage. 
Noms d’amorces Séquences (5’ → 3’) Localisations par rapport à l’insert PCR 
T3 primer binding site AATTAACCCTCACTAAAGGGAA 76 avant 
T7 primer binding site GTAATACGACTCACTATAGG 82 après 
 
Les alignements et analyses des donnés ont été effectués à l’aide des logiciels BioEdit 
et MEGA-X. Tous les alignements sont basés sur la séquence nucléotidique complète du 
RCV-E1 06-11 obtenu dans le cadre d’une collaboration (Lemaitre et al. 2018). 
III. Résultats 
A. Détection du matériel viral par qPCR 
Les qPCR réalisées ne sont revenues positives que pour seulement quelques 
échantillons que sont OCCS-06 (Cqmoyen = 37.74), OCCS-25 (Cqmoyen = 33.83), OCCS-110 
(Cqmoyen = 28.97), DPY (Cqmoyen = 31.12) et LES-22 (Cqmoyen = 36.99). Les courbes de 
fluorescence et de dissociation sont présentées sur les Figures 17, 18 et 19. Plusieurs 
échantillons ayant présenté un résultat douteux ont été déposé sur gel. La lecture des gels a 
ainsi permis d’infirmer la présence de matériel viral pour LTF 22, SF-CAN-2017-7 et 8, LTS-
22, 24, 25 et 26 et TS-F-2018-3, 4, 5 et 7, sans pouvoir toutefois trancher pour OCCS-111 en 
raison de la présence d’une bande très peu intense. 
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Figure 17 : Courbes de fluorescence et de dissociation avec les échantillons OCCS-06 (bleu), 25 (turquoise) 
et 110 (violet) avec la qPCR PanLago. Les contrôles positif et négatif sont respectivement le C+10401 (vert) 
et de l’eau ultra pure (rouge).  
 
Figure 18 : Courbes de fluorescence et de dissociation avec l'échantillon DPY (bleu) avec la qPCR 
PanLago. Les contrôles positif et négatif sont respectivement d’un ADN plasmidique pSCA-VP60-




Figure 19 : Courbes de fluorescence et de dissociation avec l’échantillon LES-22 (bleu) avec la qPCR 
PanLago. Les contrôles positif et négatif sont respectivement le C+10401 (vert) et de l’eau ultra pure 
(rouge). 
 
Par ailleurs, les échantillons ayant été extraits par raclage des muqueuses intestinales 
plutôt que par section transverse de celles-ci ont présentés des résultats similaires sauf pour 
OCCS-06. Ainsi, étaient positifs OCCS-25G (Cqmoyen = 33. 61) et OCCS-110G (Cqmoyen = 
27.55) et négatifs OCCS-06G et OCCS-111G. 
B. Amplification du matériel génétique par PCR 
Seuls les échantillons OCCS-06, 25 et 110 et DPY ont permis l’amplification de 
fragments par PCR. En raison de la difficulté rencontrée à amplifier les séquences 
nucléotidiques, de nombreuses PCR ont été réalisées avec parfois de légers changements de 
protocole (températures d’hybridation…). Les amplicons obtenus et ayant présenté par la 





Tableau 9 : Liste des amplicons obtenus par PCR ayant contribués au séquençage. La taille des amplicons 
est évaluée après séquençage et non à partir de la localisation des amorces sur 06-11. Le symbole * indique 
que l’amplicon a par la suite fais l’objet d’un clonage bactérien. 
Echantillons Amorces Tailles des amplicons Enzymes Particularités du protocole 
DPY RHDV2-GC1-F 1028 pb 
 
Phusion Température d’hybridation : 61°C 
Temps d'élongation : 45 sec RHDV2-GC1-R 
DPY * RCV-GC1-F 4064 pb 
 
PrimeStar Max  
RCV-GC4-R 
DPY * RHDV2-GC2-F 1056 pb 
 
PrimeStar Max Temps d'hybridation : 10 sec 
RHDV2-GC2-R 
DPY RHDV2-GC3-F 1017 pb 
 
Phusion Température d’hybridation : 61°C 
Temps d'élongation : 45 sec RHDV2-GC3-R 
DPY RHDV2-GC4-F 1050 pb 
 
Phusion Temps d'élongation : 45 sec 
RHDV2-GC4-F 
DPY RCV-GC4-F 1052 pb 
 
PrimeStar Max Temps d'hybridation : 10 sec 
RCV-GC4-R 
DPY RCV-GC4-F 1052 pb 
 
Phusion Température d’hybridation : 60°C 
Temps d'élongation : 45 sec RCV-GC4-R 
DPY * RCV-GC4-F 2027 pb 
 
PrimeStar Max Temps d'élongation : 5 min 
RCV-GC5-R 
DPY * RCV-GC5-F 1039 pb 
 
PrimeStar Max Temps d'hybridation : 10 sec 
RCV-GC5-R 
DPY * RCV-GC5-F 1039 pb 
 
Phusion Température d’hybridation : 60°C 
Temps d'élongation : 45 sec RCV-GC5-R 
DPY * RHDV2-GC5-F 1001 pb 
 
Phusion Temps d'élongation : 45 sec 
RHDV2-GC5-R 
DPY RHDV2-GC5-F 1001 pb 
 
Phusion Température d’hybridation : 61°C 
Temps d'élongation : 45 sec RHDV2-GC5-R 
DPY * RCV-GC6-F 1175 pb 
 
Phusion Température d’hybridation : 60°C 
Temps d'élongation : 45 sec RCV-GC6-R 




OCCS-06 * RCVf5.6 1201 pb 
 
PrimeStar Max  
RCVr6.8 
OCCS-06 * U38 405 pb 
 
PrimeStar Max  
OCCS-06-r5.7 




OCCS-110 * RCVf1.5 1790 pb 
 
PrimeStar Max  
RCVr3.3 
OCCS-110 * OCCS-110-f3.2 1323 pb 
 
PrimeStar Max  
OCCS-110-r4.5 
OCCS-110 * Lago9 1674 pb 
 
Phusion Température d’hybridation : 65°C 
RCVr6.1 
OCCS-110 * RCVf5.6 1201 pb 
 
Phusion Température d’hybridation : 65°C 
RCVr6.8 
OCCS-110 * RCVf5.6 1201 pb 
 
PrimeStar Max Température d’hybridation : 63°C 
RCVr6.8 
OCCS-110 * RCVf5.6 1201 pb 
 
PrimeStar Max  
RCVr6.8 
OCCS-110 * U38 2046 pb Phusion  
RCV-GC7-R 
 
Les Figures 20 et 21 présentent deux gels d’électrophorèses réalisés à l’issue de PCR 
différentes. La faible fluorescence est parfois difficile à visualiser ou interpréter et il est alors 
nécessaire de procéder à un clonage bactérien, la quantité de produit PCR étant trop faible 
















C. Clonages bactériens 
Parmi tous les amplicons obtenus par PCR, ceux présentés dans le Tableau 9 suivis 
d’un astérisque (*) ont par la suite été insérés dans un plasmide et clonés en bactérie. Un total 
de 59 plasmides a ainsi été retenus (après PCR KAPA Taq positive), bien que tous n’aient pas 
été utiles pour le séquençage (nombreux clones pour un seul même amplicon, 
électrophorégrammes ininterprétables…). Les produits PCR n’ayant pas eu besoin d’un 
clonage étaient ceux dont l’obtention ne fut pas difficile ou ceux dont la bande fluorescente 
sur gel d’électrophorèse était intense avec une concentration post-extraction suffisante. Les 
Figures 22 et 23 présentent deux gels d’électrophorèse post-PCR KAPA Taq. Les bandes 
fluorescentes sont ici nettement plus intenses qu’avant séquençage. 
Figure 20 : Gel d'électrophorèse suite à une 
PCR Phusion avec les amorces U38 et RCV-
GC7-R.  
Figure 21 : Gel d'électrophorèse suite à une 
PCR PrimeStar Max avec les amorces RCV-
GC1-F et RCV-GC4-R. 
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Figure 22 : Gel d'électrophorèse suite à une PCR KAPA Taq avec les amorces U38 et RCV-GC7-R. Les 
échantillons A1, A2, A3 et A4 correspondent aux plasmides dont la ligation a été réalisée avec l’amplicon 
DPY-U38/RCV-GC7-R obtenu depuis le gel présenté précédemment. 
 
Figure 23 : Gel d'électrophorèse suite à une PCR KAPA Taq avec les amorces RCV-GC1-F et RCV-GC4-
R. Les échantillons H1, H2, H3 et H4 correspondent aux plasmides dont la ligation a été réalisée avec 
l’amplicon DPY-RCV-GC1-F/RCV-GC4-R obtenu depuis le gel présenté précédemment. 
 
Les concentrations des échantillons sans clonage bactérien et des ADNs plasmidiques 
étaient respectivement en moyenne de 10.23 ng/µl et de 319.77 ng/µl (écart-types respectifs 
de 4.44 et 157.12). 
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D. Séquençage et phylogénie  
Le séquençage requiert tout d’abord l’interprétation des électrophorégrammes en 
tenant compte de leur qualité (bruit de fond…). Les séquences sont ensuite alignées dans 
BioEdit et grâce à leurs chevauchements partiels, mises bout à bout. Ce travail a permis 
d’aboutir au séquençage de 4 fragments de longueurs différentes pour les échantillons DPY, 
OCCS-06, 25 et 110. Les tailles des séquences ainsi obtenues sont respectivement de 7364 pb, 
1485 pb, 2046 pb et 5836 pb. Malgré de nombreux essais, notamment en redesignant de 
nouvelles amorces spécifiques, il n’a pas été possible d’obtenir de plus longs fragments pour 
OCCS-06, 25 et 110. L’Annexe 1 – Figure 24 présente l’alignement de ces séquences avec la 
souche 06-11. 
Afin d’évaluer leur identité génétique avec les différents génotypes connus, un 
alignement des séquences codant pour la VP60 a été effectué avec 295 souches différentes de 
RHDV G1-5, RHDVa, RHDV2, RCV-A1, RCV-E1, RCV-E2 et EBHSV, ainsi que le virus 
Ashington, le MRCV et le RCV italien, la liste étant détaillée en Annexe 2 – Tableau 15. Plus 
exactement, les nucléotides 38 à 1522 de la VP60 ont été alignés, correspondant à une analyse 
sur 1485 pb. 
Les identités nucléotidiques entre DPY, les OCCS et les différents génotypes (RHDV 
G1-5 et RHDVa ont été différenciés) ont été calculées à partir de l’estimation de leurs 
distances génétiques et sont répertoriées dans le Tableau 10. 
Tableau 10 : Identités nucléotidiques estimées entre DPY, OCCS-06, 25 et 110 et différents groupes de 
virus connus (en %). Les identités maximales avec les génotypes sont figurées en rouge. L’analyse a été 
réalisée avec MEGA-X par l’utilisation du modèle Kimura 2-paramètres avec l’option « pairwise 
deletion » activée. 
 
RHDV 













DPY 80,8 79,9 78,2 63,5 62,7 97,1 58,7 -    
OCCS-06 63,9 64,4 64,1 82,9 86,6 63,7 51,0 64,3 -   
OCCS-25 62,8 63,8 62,2 82,7 86,6 62,9 51,7 63,5 90,0 -  
OCCS-
110 
63,8 63,7 62,4 83,6 85,0 61,3 50,8 61,4 85,5 85,5 - 
 
Par ailleurs, les OCCS-06, 25 et 110 présentaient avec le RCV italien, le virus 
Ashington et le MRCV des identités nucléotidiques allant de 62.3 à 64.4%. En ce qui 
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concerne DPY, celui-ci montrait des ressemblances de 82.2% pour le RCV italien, 92.5% 
pour le virus Ashington et 80.0% pour le MRCV. Un arbre phylogénétique a pu être réalisé à 
partir des mêmes séquences nucléotidiques (Annexe 2 – Tableau 15). Celui-ci est illustré 
Figure 25. 
Figure 25 : Arbre phylogénétique avec les échantillons DPY, OCCS-06, 25 et 110. Les souches de RHDV 
G1-5, de RHDVa, de RHDV2, de RCV-A1 et d’EBHSV ont été regroupées afin de faciliter la lecture de 
l’arbre. Ce dernier a été élaboré par MEGA-X en utilisant la méthode « Neighbor-Joining ». La somme 
des longueurs de toutes les branches est de 4.33568874. Les distances évolutives ont été calculées en 
utilisant la méthode Kimura 2-paramètres et sont chiffrées en nombre de substitutions/site. L’option 




Les échantillons issus d’un grattage de la muqueuse intestinale plutôt que d’une 
section transversale n’ont pas permis de mettre en évidence de différence significative en 
termes de détection par qPCR. Les Cq moyens obtenus à partir des échantillons OCCS-25 et 
OCCS-110 étaient en effet très semblables à ceux obtenus avec OCCS-25G et OCCS-110G. Il 
est tout de même notable qu’OCCS-06G soit revenu négatif tandis qu’OCCS-06 était positif. 
Le Cqmoyen de ce dernier étant relativement élevé, il est possible de supposer que cela soit dû à 
une trop faible charge virale au niveau intestinal du lapin concerné. 
Parmi les différentes qPCR réalisées, plusieurs échantillons dont notamment OCCS-25 
et OCCS-110 ont présenté une courbe de dissociation avec 2 pics de températures, 
correspondant le plus probablement à une amplification non spécifique. Il a donc été 
nécessaire de réaliser des migrations sur gel afin de vérifier la présence de l’amplicon 
U38/L337i. En ce qui concerne OCCS-25 et OCCS-110, une seule bande fluorescente était 
présente et correspondait bien à la taille attendue de l’amplicon U38/L337i.  
L’amplification par PCR de fragments a été difficile à réaliser et ce même pour les 
contrôles positifs utilisés, probablement en raison de l’importante variabilité génétique ou 
dans certains cas du manque de quantité de matériel viral. Ainsi, quand bien même OCCS-
111 permettait d’identifier l’amplicon U38/L337i sur gel d’électrophorèse par une bande très 
peu intense, aucune séquence n’a pu être amplifiée par PCR pour cet échantillon. Enfin et de 
manière similaire, LES-22 n’est jamais revenu positif à une seule PCR. Il serait alors 
nécessaire de redesigner des amorces davantage spécifiques de la souche à séquencer et de 
progresser pas à pas jusqu’à l’obtention du génome complet. 
Bien que les PCR aient permis l’obtention de fragments, le séquençage de ces derniers 
n’a pas toujours pu être réalisé sur toute la longueur de l’amplicon en une seule fois. Il a en 
effet été constaté pour certains échantillons comme OCCS-110 que les électrophorégrammes 
s’estompaient brutalement ou ne permettaient plus une interprétation correcte de ceux-ci une 
fois arrivé à une région particulière de la séquence. Dans le cas d’OCCS-110, de nombreuses 
répétitions de séquences riches en G et T étaient observables, pouvant alors expliquer cette 
difficulté. Le séquençage complet de ces régions a tout de même pu être finalement réalisé par 
l’utilisation d’autres amplicons. 
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Finalement, 4 souches ont pu être séquencées, toutes issues uniquement de l’espèce O. 
cuniculus. Les identités et l’arbre phylogénétique obtenus suggèrent un rapprochement d’une 
part de DPY avec les RCV-E1 et d’autre part des OCCS-06, 25 et 110 avec les RCV-E2. Il est 
donc probable qu’il s’agisse bien de souches apparentées au RHDV mais aussi non 
pathogènes. 
Les OCCS obtenus présentent une forte identité pour les RCV-E2 et RCV-A1 et 
semblent ainsi constituer avec ces derniers un groupe monophylétique. Ces souches, issues de 
lapins vivants initialement en Suède et donc européennes, restent proches des RCV-A1. Ce 
résultat souligne ce qui a déjà été suggéré dans la littérature, à savoir une probable origine 
européenne des RCV-A1.  
DPY apparait quant à lui comme faisant partie des RCV-E1. Bien que le virus 
Ashington soit extérieur aux RCV-E1, DPY présente avec lui une identité élevée et semble 
partager un ancêtre commun proche. Par ailleurs, le génotype des RCV-E1 est ici davantage 
proche des RHDV que des RHDV2, comme il a pu déjà être établie lors de la découverte de la 
souche 06-11 en 2011 à partir de l’analyse des VP60. L’étude réalisée en 2018 basée sur les 
séquences complètes avait cependant permis de montrer que les RCV-E1 étaient en réalité 
moins proches des RHDV que des RHDV2. Ainsi, les identités nucléotidiques et l’arbre 
phylogénétique de cette présente étude étant uniquement effectués à partir des séquences 
codant pour la VP60 en raison du manque de données (très peu de séquences complètes), il est 
possible d’envisager que DPY soit en réalité davantage proche des RHDV2. Dans la même 
idée, l’obtention de séquences plus complètes pour OCCS-06, 25 et 110 pourrait apporter de 
nouvelles identités par rapport à celles ici acquises et positionner ces souches ailleurs dans 
l’arbre phylogénétique.  
L’analyse des souches obtenues entre elles montre une distance génétique importante 
entre DPY et les OCCS, en accord avec leur différence de génotypes respectifs. En ce qui 
concerne les OCCS, l’étude suggère d’une part que les souches OCCS-06 et OCCS-25 soient 
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Etude expérimentale sur la détection de Lagovirus par qPCR multiplex 
 
I. Concept 
La technique de diagnostic expérimental la plus performante en termes de sensibilité et 
spécificité pour la détection des Lagovirus et actuellement utilisée à l’UMR INRA-ENVT 
IHAP est la qPCR avec les amorces universelles PanLago U38/L337i, localisées au niveau de 
la VP60. Cette méthode très rapide et facile permet dans la plupart des cas d’affirmer ou 
d’infirmer la présence virale au sein d’un échantillon. Lors de la réalisation des qPCR au 
cours de l’étude précédente, plusieurs résultats sont cependant revenus douteux et notamment 
lorsqu’il s’agissait d’échantillons suspectés être infectés par un RCV-like. Ces doutes 
provenaient essentiellement de courbes de dissociation atypiques, avec des pics très peu 
marqués et/ou décalés sur l’échelle des températures, ou bien d’échantillons sortant très 
tardivement avec des Cq élevés. Bien qu’une migration sur gel était par la suite effectuée afin 
d’affirmer ou non la présence de l’amplicon U38/L337i, la mise au point d’une autre 
technique de diagnostic plus sensible et spécifique constituerait alors un gain de temps par la 
moindre nécessité de réaliser des gels d’électrophorèse et permettrait de réduire le nombre de 
potentiels faux négatifs. 
Les raisons les plus probables pouvant expliquer l’origine de ces résultats peu 
convainquant sont la variabilité génétique existante entre les différents Lagovirus ainsi qu’une 
trop faible charge virale. Bien que les amorces PanLago aient été conçues pour être 
universelles envers toutes les souches, il existe le plus souvent un ou plusieurs mismatches 
(mésappariements) avec la matrice cible. Ces mismatches restent la plupart du temps présents 
en petit nombre et n’empêchent ainsi pas pour autant l’hybridation amorce-ADNc et le bon 
fonctionnement de l’enzyme. Il reste cependant envisageable pour des souches un peu plus 
variables comme pourraient l’être les RCVs qu’une trop grande quantité de ces mismatches 
puissent empêcher l’appariement sur l’ADNc. Une faible charge virale est également 
incriminée, pouvant être due ou bien au fait que les virus ne se multiplient pas autant dans 




Ainsi, cette partie est consacrée à la mise au point d’une nouvelle qPCR. Afin de 
gagner en sensibilité et spécificité, des amorces spécifiques des différentes souches de 
Lagovirus seront designées puis utilisées dans une qPCR multiplex. Cette méthode sera 
comparée à celle précédemment utilisée (PanLago) et fera l’objet de mises au point jusqu’à 
parvenir aux conditions optimales. 
II. Matériels et méthodes 
A. Amorces 
Il a été choisi de cibler 5 génotypes distincts (dont le RHDV subdivisé en 2 variants) 
de Lagovirus que sont le RHDV G1-5, le RHDVa, le RHDV2, le RCV-A1, le RCV-E1 et 
l’EBHSV, ces derniers constituants la très grande majorité des souches rencontrées. Pour des 
raisons pratiques et techniques vis-à-vis du design des amorces, il a été choisi de réduire le 
nombre d’amorces en utilisant une amorce universelle. Ainsi, la qPCR multiplex s’appuie sur 
7 amorces et non 12, avec 6 amorces spécifiques dans un sens et 1 universelle dans l’autre. 
Ayant à disposition les amorces PanLago, les amorces spécifiques ont été recherchées après 
U38 dans le sens 3’ → 5’ et avant L337i dans le sens 5’ → 3’. 
La conception des amorces doit prendre en compte plusieurs paramètres. Bien que ces 
derniers n’aient pas été développés dans la partie précédente, leur importance est d’autant plus 
grande ici puisque la qPCR fait intervenir 7 amorces à la fois. 
Il a donc dû être identifié des séquences spécifiques aux génotypes ciblées proches des 
amorces PanLago. La taille des amplicons avec ou bien U38 ou bien L337i devait être de 
l’ordre de 100 à 500 pb afin de pouvoir utiliser l’iTaq Universal SYBR® Green Supermix et 
comparer par la suite avec la méthode habituellement utilisée. Une autre condition a été 
établie afin de pouvoir distinguer les amplicons sur gel d’électrophorèse au besoin. La taille 
des amplicons a été choisie différente pour chaque couple d’amorces formé avec U38. Cette 
disposition permet au besoin d’identifier avec quelle amorce l’échantillon testé a été 
amplifier, et ainsi de savoir de quel génotype il s’agit. Un autre point très important et 
éliminant beaucoup de possibilité est la non-hybridation entre les amorces. En effet, la 
formation de dimères d’amorces impacterait directement la lecture des qPCR par l’émission 
de signaux fluorescents supplémentaires et monopoliserait les amorces au lieu qu’elles ne se 
fixent sur l’ADNc recherché. Ainsi, une compétition entre matrices cibles et amorces 
viendrait empêcher le bon déroulement de la qPCR et atténuerait sa fiabilité. Enfin, les 
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amorces doivent avoir des Tm similaires ou proches afin qu’elles puissent être toutes utilisées 
dans le même mix réactionnel. Le design des amorces a été effectué à partir d’une banque de 
données regroupant les séquences nucléotidiques de la VP60 de RHDV G1-5, RHDVa, 
RHDV2, RCV-A1, RCV-E1 et EBHSV ainsi que de Primer3web (http://primer3.ut.ee/) et 
Oligo Analysis Tool (http://www.operon.com/tools/oligo-analysis-tool.aspx).  
Compte-tenu de toutes ces contraintes dans le design des amorces, des compromis ont 
dû être fait. Tout d’abord, aucun lot de 6 amorces n’a pu être désigné à partir de L337i. Il a été 
autorisé d’opter pour de possibles « amplifications croisées », c’est-à-dire qu’une amorce 
spécifique puisse éventuellement amplifier un autre génotype en plus que celui ciblé (c’est 
notamment le cas pour l’amorce spécifique des RHDVa avec les souches de RHDV G1-5). Ce 
compromis n’est en soi que peu handicapant puisque l’ADNc recherché sera tout de même 
amplifié quoi qu’il arrive et donc identifié. Pour finir, beaucoup d’amorces qui auraient été 
intéressantes se sont avérées inutilisables en raison de leur dimérisation évidente. 
Ce travail de recherche a permis d’aboutir au meilleur lot d’amorces possible bien 
qu’un compromis quant à une potentielle formation de dimères a dû être réalisé. Ces amorces 
ont donc été designées dans le sens 3’ → 5’ afin de former des amplicons avec U38. Elles 
sont présentées dans le Tableau 11. 
Tableau 11 : Caractéristiques des amorces spécifiques employées avec U38. Les localisations 
nucléotidiques sont respectivement basées par rapport au premier nucléotide de la VP60 de RHDV-G1-5 
(code GenBank FN552800.1), RHDVa (code GenBank EU003578.1),  RHDV2 (code GenBank 
HE800529.1), RCV-A1 (code GenBank GU368894.1), RCV-E1 (code GenBank AM268419.4) et EBHSV 
(code GenBank KJ679534.1). La taille des amplicons avec U38 a été calculée à chaque fois. 
Noms d’amorces Séquences (5’ → 3’) Localisations Tm (°C) Tailles d’amplicons 
spc RHDV-G1-5-R AGAATGTTGGACGGTGTAAAGT 267-288 58 250 pb 
spc RHDVa--R CGATGCGGATGAGTTTTCTG 128-147 57 109 pb 
spc RHDV2--R ACGGATTGTTTTGTGGCGAG 285-304 59 266 pb 
spc RCV-A1-R TGGTTCCAGAGATCGGGCAT 476-495 61 457 pb 
spc RCV-E1-R CACTCAAAACCAATGTAGGGAC 559-580 57 542 pb 




B. Matrices employées 
Afin de de vérifier la capacité des amorces à amplifier leurs souches cibles, des 
échantillons connus de RHDV G1-5, RHDVa, RHDV2, RCV-A1, RCV-E1 et EHBSV ont été 
utilisés. Le Tableau 12 regroupe les différents virus en fonction de leur génotype. 
Malheureusement, aucun RCV-A1 ou RCV-E1 n’étaient disponibles afin de tester 
spécifiquement les amorces. Il a donc été choisi de s’appuyer sur les résultats de l’étude 
précédente en prenant OCCS-25 et DPY dont les analyses indiquaient qu’il s’agissait 
respectivement d’un RCV-E2 et d’un RCV-E1. De l’eau ultra pure est utilisée en tant que 
témoin négatif. Le contrôle positif employé est le RHDV2 C+10401. 
Tableau 12 : Liste des échantillons utilisés au cours de la mise au point de la qPCR multiplex. 
Génotypes Noms des échantillons 













C. Protocole initial 
Le protocole initial de la qPCR multiplex a directement été inspiré de celui 
classiquement utilisé avec les amorces PanLago (iTaq Universal SYBR® Green Supermix). 
La phase d’hybridation-élongation a cependant été modifiée : la température a été diminuée à 
60°C selon les recommandations du fabriquant et les Tm des amorces, et la durée a été 
augmentée à 45 sec en raison de la taille des amplicons allant jusqu’à 542 pb. Deux quantités 
d’amorces ont été expérimentées. La quantité totale des amorces antisens a été doublée ou 
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triplée (par rapport à L337i) de façon à avoir ou bien trois fois ou deux fois moins de chaque 
amorce spécifique par rapport à U38. Ainsi, 0.3 µl d’U38 à 10 µM sont ajoutés au mix avec 
ou bien 0.1 µl (Mix1) ou bien 0.15 µl (Mix2) de chaque amorce spécifique à 10 µM (pour un 
total de 0.6 ou 0.9 µl d’amorces antisens). Une qPCR PanLago a également été réalisée sur les 
échantillons RHDV G1-5, RHDVa, RHDV2 et EBHSV afin d’établir une comparaison (déjà 
effectuée avec OCCS-25 et DPY). 
III. Interprétation des premiers résultats et mises au point 
A. Premières qPCR multiplex 
La qPCR PanLago a permis de détecter la présence virale au sein de tous les 
échantillons. Les courbes de fluorescence et de dissociation sont présentées sur la Figure 26. 
Les valeurs des Cq moyens des échantillons ici testés et d’OCCS-25 et DPY précédemment 
obtenus sont rapportées dans le Tableau 13. Deux qPCR multiplex ont initialement été testées, 
l’une avec le Mix1 et l’autre avec le Mix2. Les courbes de fluorescence et de dissociation des 
deux qPCR multiplex sont présentées sur les Figures 27 et 28 et les Cq moyens sont 
répertoriés dans le Tableau 13. 
Figure 26 : Courbes de fluorescence et de dissociation avec les échantillons RHDV G1-5 (bleu), RHDVa 
(turquoise), RHDV2 dont C+10401 (vert) et EBHSV (orange) avec la qPCR PanLago. Le contrôle négatif 




Figure 27 : Courbes de fluorescence et de dissociation avec les échantillons RHDV G1-5 (bleu), RHDVa 
(turquoise), RHDV2 dont C+10401 (vert), OCCS-25 (gris), DPY (rose) et EBHSV (orange) avec la qPCR 
multiplex Mix1. Le contrôle négatif est figuré en rouge. 
 
Figure 28 : Courbes de fluorescence et de dissociation avec les échantillons RHDV G1-5 (bleu), RHDVa 
(turquoise), RHDV2 dont C+10401 (vert), OCCS-25 (gris), DPY (rose) et EBHSV (orange) avec la qPCR 




Les résultats des qPCR multiplex mettent en évidence la présence d’ADNc viral au 
sein de tous les échantillons, OCCS-25 et DPY exclus. Par ailleurs, les courbes de 
dissociation de ces derniers et de l’eau présentent un pic vers 79°C témoignant en première 
hypothèse de l’amplification de dimères d’amorces. En ce qui concerne les autres souches, 
seul le RHDV G1-5 12-40 semble présenter deux pic bien distincts dont un vers 79°C. Enfin, 
les Cq moyens de tous les échantillons issus de la multiplex Mix1 sont supérieurs à ceux de la 
multiplex Mix2. Bien que ces valeurs aient un faible poids statistique, la qPCR multiplex 
Mix2 parait être légèrement plus sensible que la multiplex Mix1. 
La comparaison de la qPCR multiplex Mix2 avec la PanLago montre également une 
tendance. En effet, les Cq moyens pour un échantillon donné semblent très proches les uns 
des autres, voire parfois inférieurs avec la multiplex Mix2. Ce constat n’est cependant pas 
valable pour l’échantillon RHDVa 10-84 où un écart plus important est remarqué. 
Tableau 13 : Valeurs des Cq moyens des différents échantillons obtenues avec les qPCR multiplex Mix1 et 








RHDV G1-5 11-67 13.11 17.21 14.81 
12-40 25.33 27.74 25.74 
RHDVa 10-81 13.41 15.09 14.25 
10-84 14.84 25.69 24.56 
RHDV2 13-22 15.04 13.91 13.37 
13-69 16.70 18.50 17.70 
C+10401 23.82 21.71 21.28 
RCV-A1 OCCS-25 33.83 31.23 30.02 
RCV-E1 DPY 31.12 31.59 29.69 
EBHSV G3 E13-40 19.14 19.64 18.08 
G3 E14-13 24.98 25.42 24.12 
G1.3 E14-39 21.65 21.44 20.46 
 
Ces conditions initiales montrent des résultats prometteurs pour la qPCR multiplex. 
Elle permet en effet de détecter la présence virale au sein des échantillons aussi bien que la 
PanLago mais à l’exception des souches OCCS-25 et DPY. Elle présente tout de même un 
important défaut à corriger qui est la probable dimérisation d’amorces. La formation de ces 
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dimères pourrait être à l’origine de la non-détection d’OCCS-25 et DPY par un phénomène de 
compétition. 
B. Mises au point 
Il a été nécessaire d’améliorer la qPCR multiplex en corrigeant notamment la 
formation de dimères d’amorces. 
Afin de s’assurer de leur présence, deux nouvelles multiplex ont été réalisées en ne 
mettant qu’une amorce spécifique à la fois avec U38 et uniquement de l’eau ultra pure. Les 
quantités d’amorces employées ont été identiques à la PanLago, soit 0.3 µl d’U38 et 0.3 µl 
d’amorce spécifique. Les deux qPCR ont différé de par leur programme d’incubation. La 
première a utilisé le même que précédemment, soit avec un temps et une température 
d’hybridation-élongation de 45 sec à 60°C, tandis que la deuxième a été effectuée avec un 
temps d’hybridation-élongation de 20 sec, à même température. Les deux qPCR ont mis en 
évidence la présence de matériel génétique amplifié, ne pouvant ainsi correspondre qu’à des 
dimères d’amorces. Cependant, le fait d’avoir diminué la durée d’hybridation-élongation a 
permis d’une part de montrer que les amplicons formés étaient principalement causées par les 
amorces spc RHDVa-R et spc RCV-A1-R avec U38, et d’autre part de réduire la dimérisation. 
Compte-tenu de ces résultats, le temps d’hybridation-élongation de 20 sec a été 
adopté. Afin de réduire encore la présence de dimères dus à spc RHDVa-R et spc RCV-A1-R, 
les concentrations en amorces ont été modifiées. Tout comme précédemment, les amorces 
spécifiques pour RHDVa et RCV-A1 ont été testées individuellement avec U38 et de l’eau 
ultra pure mais cette fois à des quantités différentes que sont 0.15 µl (comme lors de la 
multiplex Mix2), 0.06 µl (au 5ème) et 0.03 µl (au 10ème). En ce qui concerne spc RCV-A1-R, le 
passage à 0.15 µl permet d’atténuer les dimères. Pour spc RHDVa-R, le meilleur compromis 
entre réduction des amplicons d’amorces et conservation de la sensibilité a été 0.06 µl (le 
RHDVa 10-81 a conjointement été testé afin d’estimer le Cq selon la dilution, ce dernier 
augmentant considérablement pour 0.03 µl). Les conditions alors retenues vis-à-vis des 
quantités d’amorces sont 0.3 µl d’U38, 0.06 µl de spc RHDVa-R et 0.15 µl des autres. 
De nouvelles qPCR ont été réalisées afin de vérifier si les amorces spécifiques 
formaient des dimères entre elles en plus d’U38. Pour cela, toutes les amorces spécifiques ont 
été croisées deux à deux dans des mix individuels avec de l’eau ultra pure. Sur toutes les 
qPCR effectuée, aucune amplification n’a été détectée, montrant ainsi que les dimères 
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observés restent essentiellement dus à U38 avec spc RHDVa-R et éventuellement spc RCV-
A1-R et non dus aux amorces spécifiques entre elles. 
La qPCR multiplex a de nouveau été réalisée en corrigeant les précédents paramètres. 
En ce qui concerne les amorces, le mix comprend donc 0.3 µl d’U38, 0.06 µl de spc RHDVa-
R et 0.15 µl des autres. La température d’hybridation-élongation reste inchangée à 60°C pour 
une durée de 20 sec. Deux qPCR multiplex identiques ont été testées avec des durées de 30 et 
40 sec afin de trouver un compromis entre détection et amplification de dimères. Toujours 
dans l’optique de permettre une détection plus précoce, les valeurs moyennes des Cq ont été 
évalués par rapport à celles de la PanLago. Malgré les modifications apportées, un nouveau 
compromis a dû être adopté en raison de la persistance des dimères d’amorces dans les 3 cas : 
la meilleure qPCR ainsi retenue a été celle avec un temps d’hybridation-élongation de 30 sec. 
Les courbes de fluorescence et de dissociation sont présentées sur la Figure 29 et les Cq 
moyens sont répertoriés dans le Tableau 14. 
Figure 29 : Courbes de fluorescence et de dissociation avec les échantillons RHDV G1-5 (bleu), RHDVa 
(turquoise), RHDV2 dont C+10401 (vert), OCCS-25 (gris), DPY (rose) et EBHSV (orange) avec la qPCR 





Tableau 14 : Valeurs des Cq moyens des différents échantillons obtenues avec la qPCR multiplex 






RHDV G1-5 11-67 13.11 16.66 
12-40 25.33 28.54 
RHDVa 10-81 13.41 17.13 
10-84 14.84 29.02 
RHDV2 13-22 15.04 13.74 
13-69 16.70 13.45 
C+10401 23.82 22.67 
RCV-A1 OCCS-25 33.83 31.52 
RCV-E1 DPY 31.12 31.46 
EBHSV G3 E13-40 19.14 22.69 
G3 E14-13 24.98 24.95 
G1.3 E14-39 21.65 18.61 
 
Bien que la qPCR ait été perfectionnée, les dimères d’amorces restent encore en 
quantité trop importante (dès Cq > 31). Les échantillons OCCS-25 et DPY ne sortent toujours 
pas, ou bien pour des raisons de compétitions, ou bien par défaut de complémentarité entre les 
amorces et les ADNc. Les Cq obtenus sont de l’ordre de ceux issus de la qPCR PanLago, 
certains étant tout de même bien plus élevés comme pour l’échantillon RHDVa 10-84. Ces 
deux critères font que cette qPCR multiplex semble finalement peu sensible par rapport aux 
espérances et nécessiterait d’autres améliorations. 
Les produits qPCR de la multiplex ont été déposés sur gel afin d’observer les 
différents amplicons obtenus, gel d’électrophorèse étant présenté Figure 30. Les RHDV G1-5, 
RHDV2 et EBHSV sortent aux tailles d’amplicons attendus, tandis que les RHDVa sortent à 
la fois aux tailles d’amplicons prévus mais aussi au niveau des RHDV2. En ce qui concerne 
OCCS-25 et DPY, aucune bande n’est identifiable. 
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Figure 30 : Gel d'électrophorèse réalisé suite à la qPCR multiplex. 
 
Afin d’objectiver les « amplifications croisées » entre les amorces spécifiques et les 
génotypes non cibles de celles-ci, chaque amorce prise individuellement avec U38 a été 
confrontée à une souche différente (dans les mêmes conditions que le qPCR multiplex en 
respectant les quantités d’amorces). Après migration sur gel, des amplicons de tailles 
différentes ont été identifiés pour une seule et même souche, témoignant du fait que certaines 
amorces spécifiques pouvaient amplifier certains génotypes non cibles comme c’est le cas 
pour spc RHDV2 avec les RHDVa. Par ailleurs, la qPCR avec le mix réactionnel U38/spc 
RCV-E1-R a permis d’obtenir une détection de DPY ainsi qu’une bande lors de 
l’électrophorèse à la taille attendu pour les RCV-E1. Ce résultat suggère que l’amorce spc 
RCV-E1-R doit probablement rentrer en conflit avec d’autres lors de la qPCR multiplex, 
empêchant par la suite l’amplification de DPY. Enfin, OCCS-25 n’a pas pu être détecté par 
aucun couple d’amorces (l’intégrité de son matériel génétique au sein de l’échantillon a 
cependant pu être vérifiée avec une qPCR PanLago). 
IV. Discussion 
Malgré toutes les améliorations apportées, la qPCR multiplex génère encore de trop 
nombreux dimères. Les hybridations entre amorces semblent d’autant plus présentes que le 
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temps d’hybridation est long et concernent principalement U38 avec spc RHDVa-R et spc 
RCV-A1-R. Dans les conditions employées, les dimérisations sont détectées très précocement 
(Cq > 31) et empêchent probablement la détection du virus au sein des échantillons dont la 
charge virale est trop faible. En effet, les ADNc des échantillons autres qu’OCCS-25 et DPY 
semblent être correctement amplifiés sans majeure interférence avec ces dimères. Une 
possibilité non explorée dans ce travail est la mise à l’écart complète de l’amorce spc 
RHDVa-R. En raison des « amplifications croisées » constatées pour les RHDVa avec 
d’autres amorces spécifiques comme la spc RHDV2-R, l’utilisation de la spc RHDVa-R 
pourrait ne pas être nécessaire pour leurs amplification et mise en évidence. Ainsi, la quantité 
de dimères pourrait être considérablement diminuée tout en conservant la possibilité de 
détecter les RHDVa. La non utilisation de l’amorce spc RHDVa-R serait donc à essayer, bien 
que les amplicons obtenus sur le gel d‘électrophorèse témoignent que les RHDVa sont 
majoritairement amplifiés par leur amorce spécifique dans les conditions actuelles. 
L’objectif de mettre au point une qPCR plus sensible que la PanLago n’a pas pu être 
ici atteint. En plus de ne pas réussir à détecter OCCS-25 et DPY, les Cq des autres 
échantillons restent proches voire plus élevés de ceux obtenus par la PanLago. Même si 
certains d’entre eux peuvent paraitre plus faible et laisser penser à une meilleure détection, 
notamment pour les RHDV2, il est impossible de conclure sans analyse statistique. 
Malheureusement, le trop faible nombre d’échantillons par génotype disponibles et de qPCR 
effectuées ne permet pas ici d’en réaliser. Dans la même idée, seuls OCCS-25 et DPY 
représentaient respectivement les RCV-A1 et RCV-E1. Afin de vérifier la performance de la 
qPCR et des amorces spécifiques associées, d’autres souches de ces génotypes sont 
nécessaires et notamment de véritables RCV-A1. Il est aussi possible d’envisager que la 
charge virale d’OCCS-25 soit trop faible pour la multiplex, qPCR moins sensible que la 
PanLago. Cette dernière en effet permettait une détection d’OCCS-25 plutôt tardive avec un 
Cq > 33. Le fait de ne pas détecter cet échantillon avec la multiplex pourrait ainsi être 
simplement dû à sa faible charge et la moins bonne détection de la qPCR. 
La mise au point de cette qPCR n’est à ce jour pas aboutie et plusieurs améliorations 
pourraient être envisagées. Comme remarqué précédemment, enlever la spc RHDVa-R du 
pool d’amorces pourrait résoudre en partie le problème de dimères. Un paramètre n’ayant pas 
été ici investigué est la température lors de l’hybridation-élongation. En effet, toutes les qPCR 
multiplex ont été réalisées avec la température de 60°C, hormis une à 64°C non mentionnée 
dans cette étude n’ayant pas apportée d’amélioration. Ce paramètre influençant l’hybridation 
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des amorces aux ADNc ainsi que le fonctionnement de l’enzyme, d’autres températures 
devraient être essayées. Enfin, si aucune de ces solutions ne permet d’aboutir à une multiplex 
performante, un redesign des amorces est à envisager. Cette étude s’est cantonnée à la VP60 
et l’utilisation d’une amorce universelle, restriction ayant conduit à plusieurs compromis dans 
le choix des amorces optimales. Il aurait ainsi été possible de designer d’autres amorces 
ailleurs sur le génome, non nécessairement localisées sur un même gène. Ces amorces 
pourraient être ou bien des universelles ou combinaisons de semi-universelles pour certains 
génotypes, ou bien uniquement spécifiques. Une étude de 2018 a par exemple réussi à mettre 
au point une RT-PCR multiplex avec 4 couples d’amorces spécifiques (8 au total) dans le but 
de différencier les différents génotypes de Lagovirus en Australie, dont 2 étaient situés sur le 
gène de la VP60 et 2 sur celui de la RdRp (Hall et al. 2018). 
Bien que cette étude ne permette pas une meilleure détection que la qPCR PanLago, 
une autre perspective intéressante a été constatée : celle de l’identification du génotype. En 
effet, les amorces ayant été designées de façon à former avec U38 des amplicons de tailles 
différentes, ces derniers sont alors distinguables sur gel après électrophorèse et permettent de 
savoir quelle amorce s’est hybridée sur l’ADNc, et donc de quel génotype il s’agit. Les 
expériences montrent en réalité que cela n’est valable que pour les souches de RHDV G1-5, 
RHDV2 et EBHSV, avec un seul amplicon à chaque migration et à la taille attendue. En ce 
qui concerne les RHDVa, les « amplifications croisées » entrainent la présence de plusieurs 
bandes et donc une ambiguïté avec les RHDV2 empêchant de conclure quant à l’identification 
du génotype. Enfin, l’absence d’amplification d’OCCS-25 et DPY suggère que la qPCR 
multiplex n’est pas encore au point pour l’identification des RCV-A1 et RCV-E1. Il serait 
donc nécessaire, afin de perfectionner cette méthode comme moyen d’identification, 









Ce travail a permis d’aboutir au séquençage et identification de 4 souches apparentées 
au RHDV. Les lapins sur lesquels les échantillons ont été obtenus ne présentant pas de 
manifestation clinique de la RHD, les virus ainsi détectés semblaient donc à priori 
correspondre à des variants non pathogènes comme ceux actuellement connus. L’analyse 
phylogénétique par la suite réalisée a en effet montré que ces souches présentaient des 
ressemblances pour deux génotypes différents connus pour leur non pathogénicité. Il a été 
établie que le DPY semblait plutôt appartenir aux RCV-E1, comme en fait partie le 06-11, 
tandis que les 3 autres, OCCS-06, OCCS-25 et OCCS-110, étaient davantage proches des 
RCV-E2 et RCV-A1. Malgré le fait que les séquences nucléotidiques obtenues ne soient pas 
complètes, le premier projet de cette étude a été mené à bien et souligne encore l’importante 
diversité des Lagovirus. 
En raison de la faible charge virale présente dans les échantillons cette variabilité 
génétique, les détections et amplifications par qPCR et PCR ont souvent abouti à des résultats 
douteux voire négatifs. Il a donc été nécessaire de performer chaque protocole en testant 
plusieurs conditions différentes et d’essayer de nombreuses combinaisons d’amorces pour 
chaque échantillon. Les fragments d’ADNc ainsi obtenus ont finalement une fois alignés 
permis le séquençage des ADNc. 
La recherche de virus non pathogènes requiert donc l’usage de méthodes de diagnostic 
performantes. Le second axe de ce travail a ainsi visé à mettre au point une qPCR multiplex 
sans toutefois avoir pu l’optimiser. La qPCR s’appuyant sur des amorces universelles pour la 
VP60 reste donc finalement la meilleure méthode dans la détection de Lagovirus dans cette 
étude. Cependant, aucun matériel viral correspondant à une souche non pathogène n’a pu être 
mis en évidence chez Lepus spp., S. floridanus ou T. sibiricus. Bien qu’aucun cas n’ait encore 
été rapporté, la recherche de ces virus demeure primordiale chez ces espèces vis-à-vis de 
l’hypothèse de sauts d’espèces. 
Si les souches identifiées dans cette étude ont été récupérées sur des animaux à priori 
non cliniques, leur pathogénicité n’a pas été évaluée expérimentalement. Comme pour le 
RCV italien, les RCV-A1 ou les RCV-E1, une étude portant sur l’inoculation de ces souches à 
des lapins adultes naïfs permettrait par un suivi clinique puis à postériori nécropsique 
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d’affirmer ou infirmer leur caractère non pathogéne. Pour ce faire, l’isolement des particules 
virales serait cependant nécessaire, processus à ce jour non effectué pour toutes ces souches. 
Un autre aspect intéressant à étudier serait l’éventuelle protection croisée que 
pourraient alors conférer ces souches face aux différents génotypes pathogènes. En effet, le 
caractère protecteur a été testé expérimentalement pour le RCV italien, les RCV-A1 et les 
RCV-E1, montrant ainsi l’existence de différences en termes de protection croisée avec 
notamment un gradient au sein-même des RCV-A1. En s’appuyant sur les résultats obtenus, il 
est alors possible d’émettre l’hypothèse que DPY et les OCCS possèdent les mêmes 
caractéristiques que respectivement les RCV-E1 et les RCV-A1, soit l’induction d’une part 
d’aucune protection et d’autre part de protections variables. A moins d’isoler ces virus, cette 
étude expérimentale nécessiterait le recours à des animaux vivants et naturellement infectés 
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Annexe 1 – Figure 24 : Alignement des séquences DPY, OCCS-06, OCCS-25 et OCCS-110 avec la souche 
06-11. 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
               5          15         25         35         45         55         65         75                            
06-11      GTGAAAGTTA TGGCGGCTAT GTCACGCCTT ACTGGCATGA CAACTGCTAT TCTCCCAGCG AAGAAACCTT TAAGTTACTT  
DPY        ---------- ----GGCTAT GTCACGCCTT ACTGGCATGA TAACTGCTAT TCTCCCAGTG AAGAAACCTT TAAGTTACTT  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
               85         95        105        115        125        135        145        155                      
06-11      CCTGGACCTC AGGGACAAGA CCCCTCCCTG TTGTATTCGG GCGCCCGGGA AACTGGCTTG GCCAGTTTTC CTGGACCAAA  
DPY        CCTGGACCTC AGGGACAAGA CCCCTCCCTG TTGTATTCGG GCGCCCGGGA AACTGGCTTG GCCAGTTTTC CTGGACCAAA  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              165        175        185        195        205        215        225        235                    
06-11      ACGGAAAAGA AGGACCTCTG GAGACATGCG ACAAATGTGG CAAATGGCTT AATGGATTCG GTGTTTTCGG ACTAGAGGAT  
DPY        ACGGAAAAGA AGGACCTCTG GAGACATGCG ACAAATGTGG CAAATGGCTT AATGGATTCG GTGTTTTCGG ATTAGAGGAT  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              245        255        265        275        285        295        305        315                    
06-11      CTCGGTGAAG TTTGCTTATG CTCTGTGATT AAACAGCAAC ACAAATTTGG ACCCACCTGT TTGTGTAACC GTGCATACAT  
DPY        CTCGGTGAAG TTTGCTTGTG CTCTGTGACT AAACAGCAAC ACAAATTTGG ACCCACCTGT TTGTGTAACC GTGCATACAT  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              325        335        345        355        365        375        385        395                    
06-11      ACACGACTGC GGCCGCTGGC GGCGCCGCAG TCGTTTTCTT AAACACTACA AGGCATTGAA CAAAGTCATC CCCTGTGCTT  
DPY        ACACGACTGC GGCCGCTGGC GGCGCCGCAG TCGTTTTCTT AAACACTACA AGGCATTGAA CAAGGTCATC CCCTGTGCTT  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              405        415        425        435        445        455        465        475                    
06-11      ACCGGTTCAG TGAAAGAGTC CCCACCCCTA TCTTTGAGGG TGAGGTTGAC GACTTGTTTG TTGAGCTTGG GGCACCAACC  
DPY        ACCGGTTTAG TGAAAGAGTC CCCACCCCTG TCTTTGAGGG TGAGGTTGAC GACTTGTTTG TTGAGCTTGG GGCACCAACC  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              485        495        505        515        525        535        545        555                    
06-11      AGCATGGGCT TCATGGACAA GAAACTGCTT AAGAAAGGTA AGAAACTGAT GGACAAGTTT GTCGACGTTG ACGAGCCCTG  
DPY        AGTATGGGCT TCATGGACAA GAAACTGCTT AAGAAAGGTA AGAAACTAAT GGACAAGTTT GTCGACGTTG ACGAGCCCTG  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              565        575        585        595        605        615        625        635                    
06-11      TCTGACATCA AAGGACGCCA GCCTTCTCGA CTCTATTGCC TCTGACAGCA CCATACGTGC GAAGCTGGAG GAGGAGTATG  
DPY        TCTGACATCA AAGGACGCCA GCCTTCTCGA CTCTATTGCC TCTGACAGTA CCATACGTGC GAAGCTGGAG GAGGAGTATG  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              645        655        665        675        685        695        705        715                    
06-11      GTGTTGAGAT GGTACAGGCA GCACGAGACA GGAAAGACTT CATGAGAAAC CTCAGGCTTG CATTGGACAA CCGGCCCGCT  
DPY        GTGTTGAGAT GGTGCAGGCA GCACGAGACA GGAAAGACTT CATGAGAAAC CTCAGGCTTG CATTGGACAA CCGGCCCGCT  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  







           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              725        735        745        755        765        775        785        795                    
06-11      AACCCTATGA CTTGGTACAC GAAGCTCGGC AACATCACGG AAAAAGGAAA ACAGTGGGCG AAGAAGATTG TTTATGGTGC  
DPY        AACCCTATGA CTTGGTACAC AAAGCTCGGC AACATCACGG AAAAAGGAAA ACAGTGGGCG AAGAAGATTG TTTATGGTGC  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              805        815        825        835        845        855        865        875                    
06-11      CCACAGAGTT ACTGACCCCC TAAAAACGTT AGCTTCAATC TTATTGGTTG GCCTCCACAA CGCTATTGCT GTGGACACAA  
DPY        CCACAGGGTC ACTGACCCCC TGAAAACGTT AGCTTCAATC TTATTGGTTG GCCTCCACAA CGCTATTGCT GTGGACACAA  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              885        895        905        915        925        935        945        955                    
06-11      CAGTGATGTT GTCAACGTTC AAACCTGTAA ACCTACTGGC TATTCTCATG GACTGGACTA ACGACTTGAC TGGGTTCATC  
DPY        CAGTGATGTT GTCAACGTTC AAACCTGTAA ACTTACTGGC TATTCTCATG GACTGGACTA ACGACTTGAC TGGGTTCATT  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              965        975        985        995        1005       1015       1025       1035                   
06-11      ACCACGCTTG TGAGGCTGTT AGAGTTGTAT GGTGTTGTGC AGGCCACCGT CAACTTGATC ATTGAAGGTG TGAAGAGCTT  
DPY        ACCACGCTTG TGAGGCTGCT AGAGTTGTAT GGTGTTGTGC AAGCCACCGT CAACTTGATC ATTGAAGGTG TGAAGAGCTT  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              1045       1055       1065       1075       1085       1095       1105       1115                   
06-11      CTGGGACAAG GTGGTCTGCG CAACGGAGCG TTGCTTTGAC TTGCTCAAAA GACTGTTTGA CACATTCGAG GAATCTGTCC  
DPY        CTGGGATAAG GTGGTCTGCG CAACGGAGCG TTGCTTTGAC TTGCTCAAAA GACTGTTTGA CACGTTCGAG GAATCTGTCC  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              1125       1135       1145       1155       1165       1175       1185       1195                   
06-11      CTACAGGACC AACAGCAGGC TGCCTCATCT TTATGGCTTT TGTCTTCTCC ACTGTTGTGG GGTATTTGCC CAACAATAGT  
DPY        CCACAGGACC AACAGCAGGC TGCCTCATCT TCATGGCTTT TGTCTTCTCC ACTGTTGTGG GGTATTTGCC CAACAATAGT  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              1205       1215       1225       1235       1245       1255       1265       1275                   
06-11      GTGATCACAA CCTTTATGAA GGGCGCTGGC AAGCTCACAA CGTTTGCAGG GGTGGTTGGT GCCATCCGAA CGTTGTGGAT  
DPY        GTGATCACAA CCTTTATGAA GGGCGCTGGT AAGCTCACAA CGTTTGCAGG GGTGGTTGGT GCCATCCGAA CGTTGTGGAT  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              1285       1295       1305       1315       1325       1335       1345       1355                   
06-11      CACCATCAAC CAACATATGG TGGCTAAGGA CCTCACCAGC ATACAGCAAA AGGTTATGAC AGTTGTGAAA ATGGCTAATG  
DPY        CACCATCAAC CAACACATGG TGGCTAAGGA CCTCACCAGC ATACAGCAAA AGGTTATGAC AGTTGTGAAA ATGGCTAATG  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              1365       1375       1385       1395       1405       1415       1425       1435                   
06-11      AGGCAGCGAC GTTGGACCAG CTCGAGATCG TTAGCTGCCT CTGTTCAGAT TTGGAAAACA CACTGACAAA CAGGTGCACC  
DPY        AGGCAGCGAC GTTGGACCAG CTTGAGATCG TTAGCTGCCT CTGCTCAGAT TTGGAAAACA CACTGACAAA CAGGTGCACC  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              1445       1455       1465       1475       1485       1495       1505       1515                   
06-11      CTGCCATCAT ACAACCAACA CCTCGGAATC TTGAATGCAT CCCAGAAGGT CATAAGTGAC CTACACACCA TGGTTCTTGG  
DPY        CTGCCATCAT ACAACCAACA CCTCGGAATT TTGAATGCTT CCCAAAAGGT CATAAGTGAC CTGCACACCA TGGTTCTTGG  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              1525       1535       1545       1555       1565       1575       1585       1595                   
06-11      GAAGATCAAC ATGACAAAGC AGAGACCACA GCCTGTGGCT GTCATTTTTA AAGGAGCCCC AGGCATTGGC AAAACTTACT  
DPY        GAAGATCAAC ATGACAAAGC AGAGACCGCA GCCTGTGGCT GTCATCTTTA AAGGAGCCCC AGGCATTGGC AAGACTTACT  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  




           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              1605       1615       1625       1635       1645       1655       1665       1675                   
06-11      TGGTCCACAG GCTTGCGCGA GACTTGGGTT GCCAACACCC GAGCACGATT AACTTTGGCC TTGACCATTT TGACTCATAC  
DPY        TGGTCCACAG GCTTGCGCGA GACTTGGGTT GCCAACACCC AAGCACGATT AACTTTGGCC TTGACCATTT TGATTCGTAC  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   TGGTTCACAG GCTCGCGCGC GACCTAGGTT GCCAGCACCC AAGCACCATC AACTTTGGCC TTGACCACTT CGACTCGTAC  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              1685       1695       1705       1715       1725       1735       1745       1755                   
06-11      ACAGGTGAGG AAGTGGCTAT TGCGGATGAG TTCAACACCT GTGGGGACGG GGAGAGTTGG GTTGAACTGT TCATCCAAAT  
DPY        ACAGGTGAGG AAGTGGCTAT TGCGGATGAG TTTAACACCT GTGGGGATGG GGAGAGTTGG GTTGAACTGT TCATCCAAAT  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   ACAGGTGAGG AGGTAGCCAT AGCCGATGAG TTTAACACCA GTGGTGACGG GGAGAGCTGG GTTGAGCTTT TCATTCAGAT  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              1765       1775       1785       1795       1805       1815       1825       1835                   
06-11      GGTCAACACA AATCCGTGCC CACTCAACTG TGACAAAGCT GAAAACAAAA ACAAGGTCTT CAACTCAAAG TATTTGCTGT  
DPY        GGTCAACACA AACCCGTGTC CACTCAACTG TGACAAAGCT GAAAACAAAA ACAAGGTCTT CAACTCAAAG TATTTGCTGT  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   GGTTAACACA AACCCGTGCC CCCTCAACTG TGACAAAGTT GAAAACAAAA ACAAAGTGTT CAACTCAAAG TACTTGCTCT  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              1845       1855       1865       1875       1885       1895       1905       1915                   
06-11      GCACAACAAA CTCCAGCATG ATACTGAACG CGACACACCC TCGTGCTGGC GCGTTTTACA GGAGGGTCAT GATCGTTGAA  
DPY        GCACAACAAA CTCCAGCATG ATACTGAACG CGACACACCC TCGTGCTGGC GCGTTTTACA GGAGGGTCAT GATCGTTGAA  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   GCACAACAAA CACCAACATG GTACTCAATG CAACTCACCC TCGAGCTTGT GCCTTTTACA GAAGAGTTAT CACTGTGGAG  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              1925       1935       1945       1955       1965       1975       1985       1995                   
06-11      GCGCGAAATA AGGCTGTCGA GAGCTGGCAG AGCACTAGAC ACGGCTCCAA GCCAGGGAAA TCGTGCTTCA GCAAGGACAT  
DPY        GCGCGAAATA AGGCTGTCGA GAGCTGGCAG AACACTAGAC ACGGCTCCAA GCCAGGGAAA TCGTGCTTCA GCAAGGACAT  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   GTGCGTAACA AGGCCGTTGA AAGCTGGCAG GCCACCAAGC ATGGTTCAAA GCCTGGGAAA AGTTGCTACA GCAAGGATAT  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              2005       2015       2025       2035       2045       2055       2065       2075                   
06-11      GTCACACCTC ACCTTCCAGG TGTACCCCCA CAACATGCCT GCCCCGGGAT TTGTGTTTGT CGGGGAGAAG CTGGTGAAGT  
DPY        GTCACACCTC ACCTTCCAGG TGTACCCCCA CAACATGCCT GCCCCGGGAT TTGTGTTTGT CGGGGAGAAG CTGGTGAAGT  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   GTCACACCTC ACTTTCCTAG TTTACCCTCA CAACATGCCT GCCCCCGGGT TTGTTTTTGT TGGTGAAAAA TTAGTAAAGT  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              2085       2095       2105       2115       2125       2135       2145       2155                   
06-11      CACAGGTTGC GCCCAGGGAG TACAAGTACA GTGAGCTCTT GGACTTGATC AAAAGCGAGC ACCCTGACGT GGCCTCATTC  
DPY        CACAGGTTGC GCCCAGGGAG TATAAGTACA GTGAGCTCTT GGACTTGATC AAAAGCGAGC ACCCTGACGT GGCCTCATTC  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   CACAGGTGGC AGTCAGGGAG TACTCGTATG CTCACCTTCT GGACATGCTG AAAAATGAAC ATCCTGACGT G---TCGTTT  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              2165       2175       2185       2195       2205       2215       2225       2235                   
06-11      GAGGGTGCCA ACAAGTTCAA TTTCATCTAC CCAGACGCCC AATACGAACA GGCGCTCCTC ATGTGGAAAC AGTACTTTGT  
DPY        GAGGGTGCCA ACAAGTTCAA CTTCATCTAC CCAGACGCCC AATATGAACA GGCGCTCCTC ATGTGGAAAC AGTACTTTGT  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   GAGGGTGCTA CCAAGTTTAA CTTTGTCTAC CCCGACGCGC AATATGACCA AGCACTTCTT ATGTGGAAAC AATATTTCAT  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              2245       2255       2265       2275       2285       2295       2305       2315                   
06-11      CATGTATGGA TGTGTAGCAA GGCTTGCAAA GAACTTTGTT GAAGATATCC CATACAACCA AGTCCACATA TCAAAGGCAA  
DPY        CATGTATGGA TGTGTAGCGA GGCTTGCAAA GAACTTTGTT GAAGACATCC CATACAACCA AGTTCACATA TCAAAGGCAA  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   CATGTATGGG TGTGTTGCAA GGCTTGCTAA AGAATTCATG GACGACATCC CATACAACCA AGTCCACATA TCAAAGAAGA  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              2325       2335       2345       2355       2365       2375       2385       2395                   
06-11      GTGACCCCAA AATTGACGGG TGTGTGGAGT ACCAGTGCAA GTTCCAACAT CTCTGGCGTA TGGTTCCACA GTTTGTTTTG  
DPY        GTGGCCCAAA AATTGACGGG TGTGTGGAGT ACCAGTGCAA GTTCCAGCAT CTTTGGCGTA TGGTCCCACA GTTTGTTTTG  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   GTGACCAAAA GCTTCCTAAC TGTGTAGAGC ACCAATGTGA GCTCAAGCAC ATTTGGCGCT TGGTGCCCCA GTTTGTGATG  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              2405       2415       2425       2435       2445       2455       2465       2475                   
06-11      GGGTGTGTGA ACATGACAAA CCAACTTGGT ACCCCCTTAA CCCAGCAACA GTTAGATAGG ATCACCAACG GGGTTGAGGG  
DPY        GGGTGTGTGA ATATGACAAA CCAACTTGGC ACCCCCTTAA CCCAGCAACA GTTAGATAGG ATCACCAACG GGGTTGAGGG  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  




           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              2485       2495       2505       2515       2525       2535       2545       2555                   
06-11      TGTCACCGTC ACAACGGTGA ACAACATCCT GCCGTTCCAT TCACAAACCA CACTCATAAA CCCCTCCTTC ATCAAGCTGA  
DPY        TGTCACCGTC ACAACGGTGA ACAACATCCT GCCGTTCCAT TCACAAACCA CGCTCATAAA CCCCTCCTTC ATCAAGCTGA  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   TGTTACAGTC ACAACGGTGA ACAACATCTT ACCGTTCCAC TCGCAGACAA CACTCATAAA CCCCTCTTTT ATAAAACTAA  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              2565       2575       2585       2595       2605       2615       2625       2635                   
06-11      TTTGGGCAGT GAGAAAGCAC CTCAAGGGAC TCAGTGGTGT GACTAAGGTG GCTCAATTCA TTTGGCGTGT CATGACCAAT  
DPY        TTTGGGCAGT GAGAAAGCAC CTCAAGGGAC TCAGTGGTGT GACTAAGGTG GCTCAATTCA TTTGGCGTGT CATGACCAAT  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   TTTGGGCAGT AAGGAAACAC CTCAAGGGAC TCAGTGGTGT GACCAGAGTT GCCAAGTTCA TCTGGCACGT GATGAGCAAC  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              2645       2655       2665       2675       2685       2695       2705       2715                   
06-11      CCAGTGGACG CCTATGGTAC CCTTGTTAGA ACACTCACTG GGGCTGCCAC CTTCTCGGAT GACCCAGTTT CAACAACGAT  
DPY        CCAGTGGACG CCTATGGCAC CCTTGTCAGA ACACTCACTG GGGCTGCCAC CTTCTCGGAT GACCCAGTTT CAACAACGAT  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   CCAGTAAATG CTTATGACAC TCTCATTAGA ACACTCACTG GGGCTGCTAC ATTTTCAGAT GACCCTGTCT CAACAACCAT  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              2725       2735       2745       2755       2765       2775       2785       2795                   
06-11      AATATGTTCC AACTGCACAA TCCAAATTCA CTCCTGCGGT GGGTTGCTTG TGAGGTACTC AAGAGACCCT GCCCCCGTGG  
DPY        AATATGTTCC AACTGCACAA TCCAAATTCA CTCCTGTGGT GGGTTGCTTG TGAGGTACTC AAGAGACCCT GTCCCCGTGG  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   TATTTGCTCC AACTGTACGA TCCAGATTCA CACTTGTGGT GGCTTACTTG TCAGGTATTC AAGAGATCCC GCCCCAGTTG  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              2805       2815       2825       2835       2845       2855       2865       2875                   
06-11      CGTCAGACAA CGTTGACCGT GGTGATCAGG GTGTTGACAT ATTCACTGAC CCTAACCTCA TCTCTGGGTT CAGTTGGAGG  
DPY        CGTCAGACAA CGTTGACCGT GGCGATCAGG GTGTTGACGT GTTCACTGAC CCTAACCTCA TCTCTGGGTT CAGTTGGAGG  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   CGTCAGACAA TGTTGACCGC GGTGACCAAG GTGTTGACAT TTTCACTGAC CCTAATCTTA TCTCTGGGTT TAGTTGGAGA  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              2885       2895       2905       2915       2925       2935       2945       2955                   
06-11      CAGATTGCCC ACTTGTTTGT TGAGGTGCTT TCCCACTTGT GCGCAAACCA CCTTGTTAAC CTTGCAACCA TGGCAGCACT  
DPY        CAGATTGCCC ACTTGTTTGT TGAGGTGCTT TCCCACTTGT GCGCAAACCA CCTTGTCAAC CTTGCAACCA TGGCAGCACT  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   CAAATTGCAC ATCTGTTCGT AGAGGTTCTT TCACATCTGT GTGCGAACCA TCTTGTGAAC CTGGCAACCA TGGCGGCGCT  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              2965       2975       2985       2995       3005       3015       3025       3035                   
06-11      GGGTGCTGTT GCGACAAAGG CTTTCCAGGG TGTGAAAGGC AAGACAAAAC GTGGTCGTGG TGCAAGGGTA AACTTGGGGA  
DPY        GGGTGCTGTT GCGACAAAGG CTTTCCAGGG TGTGAAAGGT AAGACAAAAC GTGGTCGTGG CGCAAGGGTA AACTTGGGGA  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   TGGTGCAGTT GCAACGAAGG CTCTGCAAGG GGTTAAAGGC AAGACAAAGC ATGGCCGCGG TGCAAGAGTG AACTTGGGCA  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              3045       3055       3065       3075       3085       3095       3105       3115                   
06-11      ACGACGAATA CGACGAGTGG CAAGCTGCGC GTAGAGAGTT CGTCAACGCA CATGACATGA CTGCAGAGGA GTATCTCGCC  
DPY        ACGACGAATA CGACGAGTGG CAAGCTGCGC GTAGAGAGTT CGTCAACGCA CATGACATGA CTGCAGAGGA GTATCTCGCC  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   ATGATGAGTA TGATGAGTGG CAAGCAGCAC GCAGGGAGTT CAAAAATGCA CATGACATGA CTGCTGAAGA GTACCTTGAG  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              3125       3135       3145       3155       3165       3175       3185       3195                   
06-11      ATGAAGAACA AAGCTGCCAT GGGAAGTGAC GACCAAGACT CTGTCATGTT CAGGAGTTGG TGGACCCGGA GGCAGTTGAG  
DPY        ATGAAGAACA AAGCTGCCAT GGGGAGTGAC GATCAAGATT CTGTTATGTT CAGGAGTTGG TGGACCCGGA GGCAGTTGAG  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   ATGAAGAACA GAGCTGCAAT GGGTAGTGAC GACCAGGACT CTATTATGTT TAGGAGTTGG TGGACACGAA GGCAGCTAAG  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              3205       3215       3225       3235       3245       3255       3265       3275                   
06-11      ACCTGACGAG GACCAAGTCA CCATTGTCGG TAGGGGTGGA GTGAGAAACG AAGTCATTCG CACCAGGGCC AGACAGGCCC  
DPY        ACCTGACGAG GACCAAGTCA CCATTGTAGG TAGGGGTGGA GTGAGAAACG AAGTCATTCG CACCAGGGCT AGACAGGCCC  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   ACCTGACGAG GACCAAGTCA CAGTCATTGG CAGAGGTGGA GTGAGGAATG AGGTCATACG CACCAGGGTT AAACAGGCCC  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              3285       3295       3305       3315       3325       3335       3345       3355                   
06-11      CAAAAGGGCC AAAAACACTG GATGATGGTG GTTTCTATGA CAATGACTAT GAGGGTCTGC CAGGATTCAT GAGGCACAAC  
DPY        CAAAAGGGCC AAAAACACTG GATGATGGTG GTTTCTATGA TAATGACTAT GAGGGTCTGC CAGGATTCAT GAGGCACAAC  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  




           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              3365       3375       3385       3395       3405       3415       3425       3435                   
06-11      GGCAGCGGTT GGATGATTCA CATAGGCAAC GGGTTGTACA TATCTAACAC CCACACCGCC CGGTCAAGCT GCTCAGAGAT  
DPY        GGCAGCGGTT GGATGATTCA CATAGGCAAC GGGTTGTACA TATCTAACAC CCACACCGCC CGGTCAAGCT GCTCAGAGAT  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   GGTAGTGGCT GGATGATACA TATTGGCAAT GGTTTGTATA TATCCAACAC TCACACAGCA AAGTCCAGTT GCAGTGAGAT  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              3445       3455       3465       3475       3485       3495       3505       3515                   
06-11      AGTCACATGC TCACCCACCA CTGACCTGTG CCTTGTCAAG GGTGAGACGA TCCGCAGTGT TGCCCAAATT GCTGAAGGGA  
DPY        AGTCACATGC TCACCCACCA CTGACCTGTG CCTTGTCAAG GGTGAGACGA TCCGCAGTGT TGCCCAAATT GCTGAAGGGA  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   AGTCACCTGC TCCCCAACTA CTGACCTGTG TCTTGTGAAG GGTGAAGTTA TCAGGAGTGT CGCACAAATT TCCGAAGGTA  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              3525       3535       3545       3555       3565       3575       3585       3595                   
06-11      CCCCAGTCAG TGACTGGAAG AAGTCCCCCA TCACAACTTA TGGCATTAAG AAAACCTTAT CAGACTCCAC CAAAATTGAC  
DPY        CCCCAGTTAG TGACTGGAAG AAGTCCCCCA TCACAACTTA TGGCATTAAG AAAACCTTAT CAGACTCCAC CAAAATTGAC  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   CGCCTGTCTG TGACTGGAAA AAGTCTCCCA TATCCACCTA TGGGATAAAG AAAACCTTAT CTGACTCTAC AAAGATAGAA  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              3605       3615       3625       3635       3645       3655       3665       3675                   
06-11      GTACTGGCGT ATGACGGTTG CACACAGACG ACCCATGGGG ACTGTGGGCT CCCGTTGTAT GATTCCTGTG GGAAGATTGT  
DPY        GTGCTGGCGT ATGACGGTTG CACACAGACG ACCCATGGGG ACTGCGGGCT CCCGTTGTAT GATTCCAGTG GGAAGATTGT  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   GTGCTTGCAT ACGATGGTAC AACCCAAACC ACCCACGGGG ATTGTGGGTT GCCATTGTAT GATGAGTGTG GCAAAATTGT  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              3685       3695       3705       3715       3725       3735       3745       3755                   
06-11      TGCCATTCAC ACCGGCAAAC TACTGGGGTT TTCAAAGATG TGCACATTGA TCGACCTCAC CGTAACAAAG GGGGTGTATG  
DPY        TGCCATTCAC ACCGGCAAAC TACTAGGGTT TTCAAAGATG TGCACACTGA TCGACCTCAC CGTAACAAAG GGGGTGTATG  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   TGCCATCCAC ACTGGTAAGC TCCTTGGTTT TTCAAAAATG TGCACACTCA TTGACATGAC AGTAACAAAA GGGGTTTACG  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              3765       3775       3785       3795       3805       3815       3825       3835                   
06-11      AAACATCAAA CTTTTTCTGT GGTGAGCCGA TCGATTACAG GGGCATTACT GCGCACAGGC TTGTTGGCGC GGAACCTAGG  
DPY        AAACATCAAA CTTTTTCTGT GGTGAGCCGA TCGATTACAG GGGCATCACT GCGCACAGGC TTGTTGGTGC GGAACCTAGG  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   AGACAACCAA CTTCCTTTGT GGTGACCCCA TCAGCTACCG TGGCATCAAC GCTAACAGGT TAGTTGGCGC AGAACCCCGG  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              3845       3855       3865       3875       3885       3895       3905       3915                   
06-11      CCCCCTGTTA GTGGAACTAG GTATGCCAGG GTCCCAGGTG TGCCAGATGA GTATAAGACT GGTTACAGGC CAGCCAATCT  
DPY        CCCCCTGTCA GTGGAACTAG GTATGCCAGG GTCCCAGGTG TGCCAGATGA GTATAAGACT GGTTACAGGC CAGCCAATCT  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   CCCCCTGTTT CCGGCACACG CTATGCCAGG GTTCCAGGCG TGGATGAAAA GTACAAGACA GGATACCGCC CTGCTAATCT  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              3925       3935       3945       3955       3965       3975       3985       3995                   
06-11      TGGGCGCAGT GATCCAGACA GTGACAAGTC ACTCATGAAC ATTGCAGTAA AGAACCTGCA GGTTTACCAA CAAGAACCCA  
DPY        TGGGCGCAGT GATCCAGACA GTGACAAGTC ACTCATGAAC ATTGCAGTAA AAAATCTGCA GGTTTATCAG CAAGAACCCA  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   TGGGCGGGGC GACCCAGACA GCAACTGCAC GCTTATGAAC ATAGCAGTTC AAAACCTTCA AGTTTACCAG CAAGATCCAA  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              4005       4015       4025       4035       4045       4055       4065       4075                   
06-11      AGCTTGACAA GGTTGACGAG TTTATTGAGC GGGCGGCTGC CGACGTTTTG GGCTACTTGC GCTTTCTAAC CAAGGGAGAG  
DPY        AGCTTGACAA GGTTGACGAG TTCATTGAAC GGGCGGCTGC CGACGTTTTA GGCTACTTGC GCTTTCTAAC CAAGGGAGAG  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   AATTGGATAA GGTTGATGAG TTTATAGAGC GTGCTGCCTC TGACGTGATT GGATTTCTCA GGTTTTTAAC GAAGGGCCAG  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              4085       4095       4105       4115       4125       4135       4145       4155                   
06-11      CGCCAGTCAA ACCTGAACTT CAAGGCGGCT TTTAACACCC TAGACCTGTC TACCTCTTGT GGTCCCTTTG TTCCGGGGAA  
DPY        CGCCAGTCAA ACCTGAACTT CAAGACGGCT TTTAACACCC TAGACCTGTC TACCTCTTGT GGTCCCTTTG TTCCGGGGAA  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   AAACAGGAGA ATCTGCATTT CAAAGCCGCT TTTAACACCT TGGACATGTC AACATCATGT GGTCCCTTTG TTCCTGGTAA  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              4165       4175       4185       4195       4205       4215       4225       4235                   
06-11      GAAGATTGAC CACGTGAAAG ACGGAGTGAT GGACCAAGTT CTGGCAAAAC ATCTTTACAA ATGCTGGAGT GTTGCCAACT  
DPY        GAAGATTGAC CACATGAAAG ACGGAGTGAT GGACCAAGTT CTGGCAAAAC ATCTTTACAA ATGCTGGAGT GTTGCCAACT  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  




           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              4245       4255       4265       4275       4285       4295       4305       4315                   
06-11      CTGGCAGGGC TCTCCACCAC ATATACGCGT GTGGACTAAA AGATGAGCTT AGACCCCTTG ACAAGGTGAA GGAGGGAAAG  
DPY        CTGGCAAGGC TCTCCACCAC ATATACGCGT GTGGACTAAA AGATGAGCTT AGACCCCTTG ACAAGGTGAA GGAGGGAAAG  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   CTGGCAAAGC CCTCCACCAT GTGTACGCCT GTGGCTTGAA GGACGAGTTG CGCCCGTTGG ACAAGGTTAA AGTTGGAAAA  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              4325       4335       4345       4355       4365       4375       4385       4395                   
06-11      AAGAGACTGT TGTGGGGCTG TGACGTCGGC GTTGCTGTGT GTGCCGCGGC CGTTTTCCAC AACATATGCT ACAAGCTAAA  
DPY        AAGAGACTGT TGTGGGGCTG TGACGTCGGC GTTGCTGTGT GTGCCGCGGC CGTTTTCCAC AACATATGCT ACAAGCTAAA  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   AAGAGACTGC TTTGGGGCTG TGACGTTGGC GTGGCGCTGT GTGCGGCGGC TGTGTTCCAC AATATTTGTT ACAAGTTGAA  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              4405       4415       4425       4435       4445       4455       4465       4475                   
06-11      GATGGTCGCA CGATTTGGCC CTATTGCAGT CGGCGTCGAC ATGACATCCC GTGACGTCGA CGTTATTATC AACAACCTCA  
DPY        GATGGTCGCA CGGTTTGGCC CTATTGCAGT TGGCGTCGAC ATGACATCCC GTGACGTCGA CGTTATTATC AACAACCTCA  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   GATGGTTGCT AGATTCGGAC CAATTGCAGT GGGGGTTGAC ATGACCTCAA GGGATGTTGA TGTCATGATA AACAACCTCA  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              4485       4495       4505       4515       4525       4535       4545       4555                   
06-11      CCGCCAAGGC CAGCGACTTC CTGTGCTTGG ACTATTCAAA ATGGGACTCC ACCATGTCAC CATGTGTTGT TAGGCTGGCC  
DPY        CCGCCAAGGC CAGCGACTTC CTGTGCTTGG ACTACTCAAA ATGGGACTCC ACCATGTCAC CATGTGTTGT TAGGCTGGCC  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   TGTCCAAGGC CAGTGACTTC TTATGTTTGG ACTATTCAAA GTGGGACTCA ACAATGTCGC CATGTGTAAT CCGACTGGCA  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              4565       4575       4585       4595       4605       4615       4625       4635                   
06-11      ATTGACATCT TGGCTGACTG CTGTGAGCAG ACGGAACTCA CCAAGAGTGT TGTACTCACA CTGAAGTCTC ACCCCATGAC  
DPY        ATTGATATCT TGGCTGACTG CTGTGAGCAG ACGGAGCTCA CTAAGAGTGT TGTGCTCACA CTAAAGTCTC ACCCCATGAC  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   ATTGACATCC TTGCAGATTG CTGTGAGCAA ACCGAACTCA CAAAGAGCGT TGTCCTCACT CTGAAATCAC ACCCCATGAC  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              4645       4655       4665       4675       4685       4695       4705       4715                   
06-11      CATTCTCGAC GCTATGATTG TACAAACCAA ACGTGGCCTC CCAAGTGGTA TGCCCTTTAC CTCGGTCATC AACTCTATTT  
DPY        CATTCTCGAC GCTATGATTG TGCAAACAAA ACGTGGCCTT CCAAGTGGTA TGCCCTTCAC CTCGGTCATC AACTCTATTT  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   CATTCTTGAC GCAATGATCG TTCAGACCAA GAGAGGGCTT CCGAGCGGCA TGCCCTTCAC CTCTGTTATC AATTCAGTAT  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              4725       4735       4745       4755       4765       4775       4785       4795                   
06-11      GCCATTGGTT GCTTTGGTCC GCAGCTGTTT ACAAGTCCTG CGCTGAGATT GGCCTACACT GCTCCAACTT GTACGAGGAC  
DPY        GCCATTGGTT GCTTTGGTCC GCAGCTGTTT ACAAGTCCTG CGCTGAGATT GGCCTGCACT GCTCCAACTT GTACGAGGAC  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   GTCATTGGTT GCTTTGGTCA GCAGCGGTGT ACAAGGCATG TGCAGAAATA GGTCTTCATT GTTCCAACTT GTATGAAGAT  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              4805       4815       4825       4835       4845       4855       4865       4875                   
06-11      GCCCCATTCT ACACGTATGG TGATGACGGC GTGTACGCCA TGACCCCAAT GATGGTAAGC CTCCTGCCCG CCATAATAGA  
DPY        GCCCCATTCT ACACGTATGG TGATGACGGC GTGTACGCCA TGACCCCAAT GATGGTGAGC CTCCTGCCCG CCATAATCGA  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   GCCCCTTTCT ACACATACGG AGACGACGGA GTGTATGCTA TGACACCCAT GATGGTCAGT TTGCTACCTG CCATCCTTGA  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              4885       4895       4905       4915       4925       4935       4945       4955                   
06-11      CAACTTGAGG GACTATGGAT TATCACCCAC TGCCGCGGAC AAGACGGAGT ACATAGATGT TTGTCCGCTC AACAAAATTT  
DPY        CAACTTGAGG GACTATGGGT TGTCACCCAC TGCCGCGGAC AAGACGGAGT ACATAGATGT TTGCCCGCTC AACAAAATTT  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   AAACCTCCGC GATTATGGTC TTTCCCCCAC GGCCGCTGAT AAGACTGAAT TCATTGACGT GTGTCCATTG AAAGATGTGT  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              4965       4975       4985       4995       5005       5015       5025       5035                   
06-11      CATTTTTGAA GCGCACCTTT GAGCTCACAG ACATCGGGTG GGTGTCAAAG TTGGACAAGT CTAGTATACT TAGGCAGTTG  
DPY        CATTTTTGAA ACGCACCTTT GAGCTCACAG ATATCGGGTG GGTGTCAAAG TTAGACAAGC TTAGTATACT TAGGCAGTTG  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   CGTTTTTAAA ACGACACTTT AGAATGACTG ACATTGGTTG GGTGTCCTTG CTTGACAAGT CCAGTATTCT TAGGCAACTT  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              5045       5055       5065       5075       5085       5095       5105       5115                   
06-11      GAGTGGAGCA AAACAACATC CAGGCATATG GTGATTGAAG AGACACATGA CCTGGCCAAG GATGAACGTG GCGTGCAGCT  
DPY        GAGTGGAGCA AAACAACATC CAGGCATATG GTGATTGAAG AGACACATGA CCTGGCCAAG GACGAACGTG GTGTGCAGCT  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  




           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              5125       5135       5145       5155       5165       5175       5185       5195                   
06-11      CGAAGAGCTG CAGGTTGCCG CTGCCGCCCA CGGCCAAGAG TTTTTTGACT TTGTGTGCAA GGAGCTCAAC CGACAACAAG  
DPY        CGAGGAGCTG CAGGTTGCCG CTGCCGCCCA CGGCCAAGAG TTTTTTGACT TTGTGTGCAA GGAGCTCAAC CGACAACAAG  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   TGAAGAACTC CAAGTGGTGG CTGCCGCCCA TGGAAAAGAA TTTTTTGACT TCATTAAACC AGAATTAGAG CGCCAGCAAG  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              5205       5215       5225       5235       5245       5255       5265       5275                   
06-11      CATACACACA GTTTAGTGTT TACAGCTACG ATGCTGCTAG GAAGATACTG GCAGATCGAA AAAGGGTCGT CTCGGTAGTA  
DPY        CATACACACA GTTTAGTGTT TATAGCTACG ATGCTGCTAG GAAGATACTG GCAGATCGAA AAAGGGTCGT CTCGGTAGTA  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   CCTACACACA GTTCAATGTT TACAGCTTTG AAGCAGCTTG GAAGATTCTT GCTGACCGCA AGAGAGTCGT CTCGGTAGTA  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              5285       5295       5305       5315       5325       5335       5345       5355                   
06-11      CCTGACGACG AATTTGTGAA TGTTATGGAG GGCAAAGCCC GCATAACGCC GCAAGGCGAG GCAGCGGGTA CTGCTACCAC  
DPY        CCTGACGACG AATTTGTGAA TGTTATGGAG GGCAAAGCCC GCATAACGCC GCAAGGCGAG GCAGCGGGCA CTGCTACCAC  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- -CAGCGGGCA CTGCTACCAC  
OCCS-25    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- -CAGCGGGCA CTGCTACCAC  
OCCS-110   CCTGACGACG ATTTTGTGAA TGTTATGGAG GGCAAAGCCC GCACGACGCC GCAAGGCGAA GTTGCAGGTA CTGCTACCAC  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              5365       5375       5385       5395       5405       5415       5425       5435                   
06-11      AGCATCAGTC CCCGGAACCA CAACCGATGG TATGGACCCT GGTGTTGTGG CCACAACCAG TGTGGTCACC ACTGAGAACG  
DPY        AGCATCAGTC CCCGGAACCA CAACCGATGG CATGGACCCT GGTGTTGTGG CCACAACCAG TGTGGTCACC ACTGAGAACG  
OCCS-06    AGCATCAGTT CCCGGAACCA CAACCGACGG TATGGACCCC GGTGTTGTGG CCACCACCAG TGTGGTCACC ACTGAGAATG  
OCCS-25    AGCATCAGTT CCCGGGACCA CAACCGACGG CATGGACCCC GGTGTTGTGG CTACCACCAG TGTGGTCACC ACCGAGAATG  
OCCS-110   AGCATCAGTC CCCGGTACCA CAACCGATGG TATGGACCCC GGCGTTGTGG CCACCACTAG TGTGGTCACT GCCGAGAATG  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              5445       5455       5465       5475       5485       5495       5505       5515                   
06-11      CGTCCACATC GATCGCGACG GCGGGGATTG GCGGCCCACC CCAGCAGGTG GACCAACAAG AGACATGGAG GACAAACTTT  
DPY        CGTCTACATC GATCGCGACG GCGGGGATTG GCGGCCCACC CCAGCAGGTG GACCAACAAG AGACATGGAG GACAAACTTT  
OCCS-06    CGTCCACGTC GGTCGCAACG GCGGGAATTG GTGGTCCACC TCAACAAGTG GATCAACAGG AGACTTGGAG GACAAATTTT  
OCCS-25    CGTCCACGTC GGTTGCAACG GCGGGAATTG GCGGCCCACC TCAACAGGTG GACCAACAAG AGACTTGGAG GACAAATTTT  
OCCS-110   CATCCACATC GGTTGCAACG GCGGGGATTG GCGGTCCACC TCAACAGGTG GACCAACAGG AAACTTGGAG AACAAATTTT  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              5525       5535       5545       5555       5565       5575       5585       5595                   
06-11      TACTACAATG ATGTTTTCAC TTGGTCAGTA GCGGACGCCC CTGGCAGTAT CCTGTACACC GTTCAGCACT CCCCACAAAA  
DPY        TACTACAATG ATGTTTTCAC TTGGTCAGTA GCGGACGCCC CTGGCAGTAT CCTGTACACC GTTCAGCACT CCCCACAAAA  
OCCS-06    TACTATAATG ATGTTTTCAC TTGGTCAGTC ACGGACGCCC CTGGTAGCAT ACTGTACACC GCTCAACACT CTCCACAGAA  
OCCS-25    TACTACAATG ATGTTTTCAC TTGGTCAGTC ACAGATGCAC CTGGTAGCAT ACTGTACACT GCTCAACACT CTCCACAGAA  
OCCS-110   TATTATAATG ATGTTTTCAC CTGGTCAATC ACAGATGCCC CTGGCAGTAT ATTGTATACT GCCCAGCATT CACCATTGAA  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              5605       5615       5625       5635       5645       5655       5665       5675                   
06-11      TAACCCATTT ACAGCCGTGC TGAGCCAGAT GTACGCCGGC TGGGCCGGTG GTATGCAGTT CCGCTTTATA GTTGCCGGGT  
DPY        TAACCCATTT ACAGCCGTGC TCAGCCAGAT GTACGCCGGC TGGGCCGGTG GTATGCAGTT CCGCTTCATA GTTGCCGGGT  
OCCS-06    CAATCCATTC ACAACAGTGC TGAGTCAGAT GTATGCCGGC TGGGCTGGTG GCATGCAATT CAGGTTCATT GTCGCTGGCT  
OCCS-25    CAACCCATTC ACAACAGTGC TGAGTCAGAT GTATGCTGGT TGGGCTGGTG GCATGCAATT TAGGTTCATT GTTGCTGGCT  
OCCS-110   CAACCCATTC ACAACAGTGC TGAGCCAGAT GTATGCTGGT TGGGCTGGTG GCATGCAGTT CAGGTTCATT GTCGCTGGTT  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              5685       5695       5705       5715       5725       5735       5745       5755                   
06-11      CAGGTGTGTT TGGTGGGCGA TTAGTTGCTG CAGTTATACC ACCAGGCATA GAGATTGGAC CTGGGCTGGA GGTCAGGCAA  
DPY        CAGGTGTGTT TGGTGGGCGA TTGGTTGCTG CAGTTATACC ACCAGGCATA GAGATTGGAC CTGGGCTGGA GGTCAGGCAA  
OCCS-06    CAGGCGTTTT TGGTGGACGT CTGGTCGTGG CGATTATCCC ACCAGGCATT GAAATTGAAC CAGGGCTGGA GGTCAGGCAA  
OCCS-25    CAGGGGTCTT TGGTGGACGA TTGGTCGTGG CAATCATCCC ACCAGGCATT GAAATTGAAC CAGGACTGGA GGTCAGGCAG  
OCCS-110   CAGGCATTTT CGGTGGGCGT TTGGTTGTGG CAATCATCCC ACCAGGCATT GAGATTGAAC CAGGACTGGA GGTCAGGCAG  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              5765       5775       5785       5795       5805       5815       5825       5835                   
06-11      TTTCCCCACG TTGTCATCGA CGCTCGCTCA CTCGAGCCAG TCACCATCAC AATGCCGGAC TTGCGTCCCA ACATGTATCA  
DPY        TTTCCCCACG TTGTCATCGA CGCCCGCTCA CTCGAGCCAG TCACCATCAC AATGCCGGAC TTGCGTCCCA ACATGTATCA  
OCCS-06    TTCCCCCATG TTGTTGTCGA CGCCCGATCG CTGGAACCAG TCACCATCAC CATGCCAGAC TTGCGGCCGA ACATGTATCA  
OCCS-25    TTCCCCCACG TTGTTGTCGA CGCTCGATCA CTGGAACCAG TAACAATCAC TATGCCAGAT TTGCGGCCGA ACATGTATCA  
OCCS-110   TTCCCCCACG TTGTTGTCGA CGCCCGTTCA CTGGAACCAG TTACCATTAC CATGCCAGAC CTGAGACCGA ATATGTACCA  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              5845       5855       5865       5875       5885       5895       5905       5915                   
06-11      CCCAACTGGT GACCCTGGCC TTGTCCCTAC ATTGGTTTTG AGTGTTTATA ACAACCTTAT CAATCCATTT GGTGGATCTA  
DPY        CCCAACTGGT GACCCTGGCC TTGTCCCTAC ATTGGTTTTG AGCGTTTATA ACAACCTTAT CAATCCATTT GGTGGATCTA  
OCCS-06    CCCCACCGGT GATCCTGGCC TTGTCCCCAC TCTGGTCGTT AGTGTTTACA ACAACCTCAT TAACCCATTT GGGGGGACCA  
OCCS-25    CCCCACCGGT GATCCTGGTC TCGTCCCCAC TCTGGTTGTC AGTGTCTACA ACAACCTCAT TAACCCGTTT GGGGGGACAA  
OCCS-110   CCCCACCGGC GACCCTGGTT TAGTTCCCAC CCTGGTTGTC AGTGTTTACA ACAATCTCAT CAACCCGTTT GGGGGGACCA  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              5925       5935       5945       5955       5965       5975       5985       5995                   
06-11      CTAGTGCAAT CCAAGTCACA GTAGAAACAA GGCCAAGTGA AGACTTTGAG TTTGTGATGA TTCGTGCCCC CTCCAGCAAA  
DPY        CTAGTGCAAT CCAGGTCACA GTAGAGACAA GGCCAAGTGA AGACTTTGAG TTTGTGATGA TTCGTGCCCC CTCCAGCAAA  
OCCS-06    CAAATGCAAT ACAAGTGACA GTTGAGACTA AACCAAGTGA TGACTTTGAA TTTGTGATGG TTCGTGCCCC CTCCAGTAAG  
OCCS-25    CAAATGCAAT ACAAGTAACA GTTGAGACAA AACCAAGTGA TGACTTTGAG TTTGTGATGG TTCGCGCCCC CTCCAGTAAG  




           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              6005       6015       6025       6035       6045       6055       6065       6075                   
06-11      ACTGTTGATT CAGTCTCGCC CGCAGGCCTA CTCACGACCC CAGTCCTCAC TGGGGTTGGC ACTGACAACA GATGGAATGG  
DPY        ACTGTTGACT CAGTCTCGCC CGCAGGCCTA CTCACGACCC CAGTCCTCAC TGGGGTCGGC ACTGACAACA GATGGAATGG  
OCCS-06    ACTGTTGACT CGATCTCACC AGCCGGTCTT CTCACGACTC CTGTCCTCAC TGGGGTTGGT ACCGACAACA GGTGGAACGG  
OCCS-25    ACTGTTGACT CGATTTCACC AGCTGGTCTT CTCACAACTC CTGTCCTCAC TGGTGTTGGC ACCGATAACA GATGGAACGG  
OCCS-110   ACTGTTGACT CAATTTCACC AGCTGGTCTC CTCACAACCC CTGTCCTTAC CGGGGTTGGC ACTGACAACA GGTGGAATGG  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              6085       6095       6105       6115       6125       6135       6145       6155                   
06-11      TCAGATAGTG GGGCTGCAAC CGGTTCCTGG TGGGTTTTCT ACATGTAACA GGCACTGGAA TTTGAATGGC AGTACGTACG  
DPY        CCAAATAGTG GGGTTGCAAC CGGTTCCTGG TGGGTTTTCT ACATGCAACA GGCACTGGAA TTTGAACGGC AGTACATACG  
OCCS-06    CCAGATAGTG GGTCTTCAAC CAGTCCCTGG TGGGTTCTCA ACATGCAACA GACATTGGAA CCTGAACGGA AGCACATTCG  
OCCS-25    CCAGATAGTG GGCCTTCAAC CAGTCCCCGG TGGGTTCTCA ACATGCAATA GGCATTGGAA TCTGAACGGA AGCACATTCG  
OCCS-110   CCAAATAGTG GGCCTGCAGC CAGTCCCTGG TGGGTTTTCA ACTTGCAACA GACACTGGAA TTTGAACGGG AGCACGTTTG  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              6165       6175       6185       6195       6205       6215       6225       6235                   
06-11      GTTGGTCAAG CCCTTCGTTC ACCGACATTG ACCACCGCAG GGGTGTCGCA ACCCGCCCTG GCACCACGGA CGTGCTTCAG  
DPY        GTTGGTCAAG CCCTTCGTTT ACCGACATTG ACCACCGCAG GGGTGTCGCA ACCCGCCCTG GCGCCACGGA CGTGCTCCAG  
OCCS-06    GTTGGTCGAG CCCTCGGTTC GCCGACATTG ATCACCCACG TGGTAGTGCG AGCTACCCTG GCAGCGGTGG AGTGAATGTG  
OCCS-25    GTTGGTCGAG CCCTCGGTTC ACTGACATTG ATCATCCAAG GGGTAGTGCG AGCTACCCTG GCGGCAGTGG AACGAATGTG  
OCCS-110   GTTGGTCAAG CCCTCGGTTT ACTGACATTG ACCACCCACG TGGTAGTGCT AGCTACCCTG GGAGCAGTGG AACAAATGTG  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              6245       6255       6265       6275       6285       6295       6305       6315                   
06-11      TTCTGGTACG CTAGTGCCGG GTCCGCAACC GAGAACCCCA TTTCCCAAGT CGCGCCAGAT GGTTTCCCGG ACATGTCGTT  
DPY        TTTTGGTACG CTAGTACCGG GTCCGCAACC GAAAACCCCA TTTCCCAAAT CGCGCCAGAT GGTTTCCCGG ACATGTCGTT  
OCCS-06    CTTGAGTTTT GGTATGCTCA GACTGGCACT GCAACTGACA ACCCCATCTC TCAGATCGCC CCAGATGGTT TTCCTGACAT  
OCCS-25    CTGGAGTTCT GGTATGCCCA GACTGGTACT GCAAGTGACA ATCCCATCTC TCAGATTGCT CCAGATGGTT TTCCTGACAT  
OCCS-110   CTTGAGTTCT GGTACGCTCA GACTGGTACT GCCAATGACA ACCCCATTTC TCAGATTGCC CCGGATGGTT TCCCTGACAT  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              6325       6335       6345       6355       6365       6375       6385       6395                   
06-11      CATCCCTTTC AACGGTCCCA GTGTCCCCGC TGCAGGGTGG GTCGGGTTTG GTGCAATTTG GAATAGCGAC AGTGGCGCCC  
DPY        TATCCCTTTC AACGGTCCCA GTGTCCCCAC TGCAGGGTGG GTCGGGTTTG GTGCAATTTG GAATAGCGAC AGTGGCGCCC  
OCCS-06    GTCGTTTGTG CCCTTTAATG GCCAGAACAT CCCAACTGGA GGGTGGGTTG GGTTTGGCGA AGTTTGGAAC AGCGCAAATG  
OCCS-25    GTCGTTTGTG CCCTTCAACG GCCAGAACAT CCCAACTGGG GGGTGGGTTG GGTTTGGCGA AGTTTGGAAT AGCGCAAATG  
OCCS-110   GTCGTTTGTG GCTTTCAACG GCCAGAATGT TCCAACTGGA GGGTGGGTTG GATTTGGTGA GGTTTGGAAC AGCGCAAATG  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              6405       6415       6425       6435       6445       6455       6465       6475                   
06-11      CCAACGTTAC GACTGTTCAA GCATACCAAT TGGGTTTTGC CACTAATGCG CCAAACAACG TGCAGCCCAC TACCAACACC  
DPY        CCAATGTTAC AACTGTTCAA GCATACCAAT TGGGTTTTGC CACTAATGCG CCAAACAACG TGCAGCCCAC CACCAACACC  
OCCS-06    GAACCCCTTA TGTTGGTACT GTTCAAGCCT ATGAGCTGGG CTTTGCCACT GGAGCCCCAA ACAACATCCA ACCTACCACC  
OCCS-25    GAACCCCCTA TGTTGGCACT GTCCAAGCCT ACGAATTAGG CTTTGCCACT GGAGCTCCAA ACAACATTCA ACCTGCCACC  
OCCS-110   GAACTCCCTA TGTTGGCACT GTTCAGGCCT ATGAACTGGG TTTTGCTACT GGAGCACCTA ACAACATTCA ACCCACAACC  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              6485       6495       6505       6515       6525       6535       6545       6555                   
06-11      TCAGGCGCTC AGGTTGTTGC CAAGTCTATT TATGCCGTTT CAACAGGTTC AGCCCAAAAC CCGGCCGGGT TGTTCGTGAT  
DPY        TCAGGCGCTC AGGTTGTTGC CAAGTCTATT TATGCCGTTT CAACAGGCTC GGCCCAAAAC CCGGCCGGGT TGTTCGTGAT  
OCCS-06    AACACCTCGG GGGCGCAGGT TGTCGCCAAA TCCATATACG CTGTTGCAAA CGGCCAGAAT CAGGGTACGG CTGGGTTGTT  
OCCS-25    AGCACCTCAG GAGCGCAGGT TGTTGCCAAG TCCATATACG CTGTTGCAAA CGGCCAAAAT CAAGGCACAG CTGGGTTGTT  
OCCS-110   AGCACCTCGG GAGCACAGGT TGTTGCCAAA TCCATATACG GTGTTGCTAA TGGCCAGAAT CAAGGCACAG CTGGGCTGTT  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              6565       6575       6585       6595       6605       6615       6625       6635                   
06-11      GGCCTCTGGT ATCATATCCA CCCCAAATGC CACCGCTATC ACGTACACAC CCCAACCGGA CAGGATTGTC AATGCACCCG  
DPY        GGCCTCTGGT ATCATATCCA CCCCAAATGC CACCGCTATC ACGTACACAC CCCAACCAGA CAGGATTGTC AATGCACCCG  
OCCS-06    TGTGTTGGCT TCTGGCATCA TTTCCACCCC AAATGGTCCC AACCCAACTA CGTATACACC CCAGCCAAAC AGGATCGTCA  
OCCS-25    TGTGTTGGCC TCTGGTGTCA TTTCTACCCC AAACGGGCCC AATCCTACCA CGTACACACC CCAGCCAAAC AGGATTGTCA  
OCCS-110   TGTGTTAGCT TCGGGCATCA TTTCCACTCC AAATGGCCCC AACCCCACCA CGTACACACC CCAGCCAAAC AGAATTGTCA  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              6645       6655       6665       6675       6685       6695       6705       6715                   
06-11      GCACTCCCGC CGCCGCCCCT GTAGGCAGGA ATGTGCCCAT CATGTTCGCG TCCATCATCA GGCGCACCGG CGACATCAAC  
DPY        GCACTCCCGC CGCTGCCCCT GTAGGCAGGA ATGTACCCAT CATGTTCGCG TCCGTCGTCA GGCGTACCGG CGACATCAAC  
OCCS-06    ATGCACCTGG CACTCCTGCT GCCGCCCCCG TTGGGAGAAA CGTGCCTGTC ATGTTTGCGT CCGTCATCAG GCGCACTGGC  
OCCS-25    ATGCGCCTGG TACCCCTGCT GCCACCCCCA TCGGAAGGAA CGTACCTGTT ATGTTCGCCT CTGTCATTAG GCGCACTGGT  
OCCS-110   ACGCACCTGG CACCCCTGCT GCTGCTCCTG TTGGTAGAAA TGTGCCTGTC ATGTTCGCGT CTGTTATCAG GCGCACTGGT  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              6725       6735       6745       6755       6765       6775       6785       6795                   
06-11      GCCGCGGCTG GGTCATCCAA TGGGACTCAA TATGGCACAG GCTCTCAGCC ATTGCCAGTA ACAATTGGAC TTTCACTCAA  
DPY        GCCGCGGCTG GGTCATCCAA TGGGACTCAA TACGGCACAG GCTCTCAGCC ATTGCCAGTA ACAATTGGAC TTTCACTCAA  
OCCS-06    GACATCAACG CCGGGGCTGG CTCGGCCAAC GGTACCCAGT ACGGTACAGG CTCCCAACCA TTACCAGTCA CAATTGGGCT  
OCCS-25    GACATCAATG CCGGAGCTGG CTCAGCCAAC GGGACTCAGT ACGGCACAGG CTCCCAACCA TTGCCAGTCA CAATTGGGCT  
OCCS-110   GACATCAACG CCGGGGCTGG CTCAGCCAAC GGAACTCAGT ACGGCACAGG CTCACAACCA CTGCCAGTAA CAATTGGACT  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              6805       6815       6825       6835       6845       6855       6865       6875                   
06-11      CAATTACTCA TCAGCACTCA TGCCTGGACA GTTTTTCGTT TGGCAGTTGA CCTTTGCCTC TGGCTTCATG GAAATTGGTT  
DPY        CAATTACTCG TCAGCACTTA TGCCTGGACA ATTTTTCGTT TGGCAGTTGA CCTTTGCCTC TGGCTTCATG GAAATTGGTT  
OCCS-06    TTCGCTAAAC AATTACTCGT CTGCAC---- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    TTCGCTGAAC AACTACTCAT CGGCGCTCAC GCCTGGGCAG TTTTTCGTTT GGCAGTTAAA TTTCACTTCT GGCTTCATGG  




           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              6885       6895       6905       6915       6925       6935       6945       6955                   
06-11      TGAGCGTTGA CGGGTACTTC TATGCAGGAA CAGGGGCTTC AACCACCCTC ATTGACTTGA CTGAACTTAT TGATATACGC  
DPY        TGAGCGTTGA TGGGTACTTT TATGCAGGAA CAGGGGCTTC AACCACCCTC ATTGACTTGA CTGAACTCAT TGATATACGC  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    AAATTGGTTT GAGCGTTGAT GGGTACTTTT ATGTAGGTGC AGGAGCTTCA ACCACACTTA TAGACCTGAC TGAATTGATT  
OCCS-110   AGATTGGTTT GAGCGTTGAT GGGTACTTTT ACGTGGGTGC AGGAGCATCA ACAACACTCA TAGATCTGTC TGAACTGATT  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              6965       6975       6985       6995       7005       7015       7025       7035                   
06-11      CCTGTGGGAC CCAGGCCATC CACAAGCACA CTCGTGTTTA ACCTGGGGGG CACAACCAGT GGCTTTTCCT ATGTCTGAGT  
DPY        CCTGTGGGAC CCAGGCCATC CACAAGCACA CTCGTGTTTA ACCTGGGGGG CACAACCAAT GGCTTTTCCT ATGTCTGAGT  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    GACATACGCC CTGTGGGACC CAGGCCATCC ACAAGCACAC TTGTGTTCAA CTTGGGGGGC GCAGCTAATG GCTTTTCTTA  
OCCS-110   GATATACGCC CTGTGGGACC CAGGCCATCT ACGAGCACAC TGGTGTTCAA CCTGGGGGGC GCGACCAATG GCTTTTCCTA  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              7045       7055       7065       7075       7085       7095       7105       7115                   
06-11      TTATTGGGTT GGGACTTGCA GGTGCCGGTG TCTTGAGCAA CGCATTGCTC CGCAGGCAAG AACTGCAGTT ACAAAAACAA  
DPY        TTATTGGGTT GGGACTTGCA GGTGCCGGTG TCTTGAGCAA CGCATTGCTC CGCAGGCAAG AACTGCAGTT ACAAAAACAA  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    TGTCTGAGTT TATTGGACTA GGACTTGCAG GTGCTGGCGT TTTGAGCAGC GCACTGCTCC GCAGGCAGGA GTTACAACTG  
OCCS-110   TGTCTGAGTT TATTGGATTG GGACTTACAG GTGCCGGCGT TTTGAGCAAT GCATTGCTCC GCAGGCAAGA ATTGCAGTTG  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              7125       7135       7145       7155       7165       7175       7185       7195                   
06-11      GCCTTGGAAA ACGGGTTGGT ATTAAAAGCC GACCAATTAG GTAGGTTAGG TTTTAATCCA AATGAAGTTA AAAATGTGAT  
DPY        GCCTTGGAAA ATGGGTTGGT TTTAAAAGCC GACCAATTAG GTAGGTTAGG TTTTAATCCA AATGAAGTTA AGAATGTGAT  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    CAGAAACAGG CCTTAGAAAA TGGATTAGTT TTGAAAGCAG AGCAGTTAGG TAGGATAGGT TTTAACCCAA ATGAGGTTAA  
OCCS-110   CAAAGGCAAG TTTTAGAGAA TGGATTAGTT TTGAAAGCTG AGCAGTTAGG TAGAATAGGT TTTAATCCAA ATGAGGTTAA  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              7205       7215       7225       7235       7245       7255       7265       7275                   
06-11      TGTAGGTAAT AGTTTTAGTA ATAATGTTAA GTTAAGTAAT ATGCATAATG ATGCTAGTGT AGTTGATGCT TATAATGTGT  
DPY        TGTAGGTAAT AGTTTTAATA ATAATGTTAA GTTAAGTAAT ATGCATAATG ATGCTAGTGT AGTTAATGCT TATAATGTGT  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    GAGTATGATT GTAGGTAGTA ATTTAAATAG TAATGTTAGG TTAAGCAATA TGCATAATGA TGCTAGTGTT GTTAATGCTT  
OCCS-110   GAGTATGATT GTAGGTAGTA ATTTGAATAG TAGTATTAGG TTAAGTAATA TGCATAATGA TGCTAGTGTA GTTAATGCCT  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              7285       7295       7305       7315       7325       7335       7345       7355                   
06-11      ATAATCCTGC CAGCAATGGC ATTAGGAAGA AGATTAAGAG TTTTAATAAT AGTGTTAAGA TTTATAATAC CACTGGCGAG  
DPY        ATAATCCTGC CAGCAATGGC ATTAGGAAGA AGATTAAGAG TTTTAATAAT AGTGTTAAGA TCTATAATAC CACTGGCGAG  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ATAATATGTA TAATCCTGTT AGTAATGGTA TTAGGAAGAA GATTAAAAGT TTTAATAATA ATGTTAAGAT TTATAATACC  
OCCS-110   ATAATATATA TAATCCTGTT AGCAATGGCA TTAGGAAAAA GATTAAAAGT TTTAATGATA ATGTTAAGAT TTATAATACC  
 
           ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
              7365       7375       7385       7395       7405       7415       7425       7435                   
06-11      TCCAGTGTTT AGTTAGAGTT GATTTGTTAA TTAGAATTAT TTGGTTTAAT TGGCTTTATA GTTTAAAGTA AGCTATAAAA  
DPY        TCCAGTGTTT AGTTAGAG-- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-06    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-25    ACTGGCGAGT CCAGTGTTTA GTTAGAG--- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
OCCS-110   ACTGGCGAGT CCAGTGTTTA GTTAGAG--- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
 
           ....|....| ....|....|  
              7445       7455       
06-11      AAAAAAAAAA A.........  
DPY        ---------- -.........  
OCCS-06    ---------- ----------  
OCCS-25    ---------- ----------  




Annexe 2 – Tableau 15 : Liste des souches ayant permis la construction de l’arbre phylogénétique 




























Code GenBank Classification 
AF231353.1 RHDV G1-5 
AF295785.1 RHDV G1-5 
AF402614.1 RHDV G1-5 
AJ006019.1 RHDV G1-5 
AJ319594.5 RHDV G1-5 
AJ495856.2 RHDV G1-5 
AJ535092.2 RHDV G1-5 
AJ535094.3 RHDV G1-5 
AM085133.1 RHDV G1-5 
AY925210.1 RHDV G1-5 
AY926883.1 RHDV G1-5 
AY928268.1 RHDV G1-5 
AY928269.1 RHDV G1-5 
AY928270.1 RHDV G1-5 
DQ189077.1 RHDV G1-5 
DQ189078.1 RHDV G1-5 
EF363035.1 RHDV G1-5 
EF558572.1 RHDV G1-5 
EF558573.1 RHDV G1-5 
EF558574.1 RHDV G1-5 
EF558575.1 RHDV G1-5 
EF558576.1 RHDV G1-5 
EF558577.1 RHDV G1-5 
EF558578.1 RHDV G1-5 
EF558579.1 RHDV G1-5 
EF558580.1 RHDV G1-5 
EF558585.1 RHDV G1-5 
EU003579.1 RHDV G1-5 
EU003580.1 RHDV G1-5 
EU650679.1 RHDV G1-5 
EU650680.1 RHDV G1-5 
FJ212323.1 RHDV G1-5 
FN552800.1 RHDV G1-5 
FR823354.1 RHDV G1-5 
FR823355.1 RHDV G1-5 
GU373617.1 RHDV G1-5 
GU373618.1 RHDV G1-5 
JX886001.1 RHDV G1-5 
JX886002.1 RHDV G1-5 
KF594473.1 RHDV G1-5 
KF594476.1 RHDV G1-5 
KT006727 RHDV G1-5 
KT006744 RHDV G1-5 
KT006747 RHDV G1-5 
KX357653.1 RHDV G1-5 
KX357654.1 RHDV G1-5 
KX357667.1 RHDV G1-5 
KX357668.1 RHDV G1-5 
KX357670.1 RHDV G1-5 
KX357671.1 RHDV G1-5 
KX357672.1 RHDV G1-5 
KX357677.1 RHDV G1-5 
KX357678.1 RHDV G1-5 
KX357695.1 RHDV G1-5 
KX357706.1 RHDV G1-5 
L48547.1 RHDV G1-5 
M67473.1 RHDV G1-5 
MH190418.1 RHDV G1-5 
U49726.1 RHDV G1-5 
U54983.1 RHDV G1-5 
X87607.1 RHDV G1-5 
Y15424.1 RHDV G1-5 
Code GenBank Classification 
Y15427.1 RHDV G1-5 
Z29514.1 RHDV G1-5 













































































































































































X96868.1 RCV italien 
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TITRE : DETECTION ET IDENTIFICATION DE LAGOVIRUS CHEZ DIVERSES ESPECES DE 
LAGOMORPHES 
 
RESUME : Les Lagovirus regroupent les virus responsables de la maladie hémorragique du lapin 
(RHDV) et du syndrome du lièvre brun européen, affections très souvent létales et contagieuses chez plusieurs 
espèces de lagomorphes. Bien que le RHDV ait longtemps été considéré comme spécifique d’Oryctolagus 
cuniculus, de nombreux variants génétiques virulents pour un plus large panel d’espèces ont émergés. Par 
ailleurs, plusieurs virus génétiquement proches du RHDV mais non pathogènes ont été identifiés. Les analyses 
phylogénétiques et épidémiologiques de tous ces différents virus suggèrent que l’évolution des Lagovirus 
pourrait être expliquée ou bien par sauts d’espèces avec passage du virus d’un hôte réservoir à un hôte sensible, 
ou bien par l’acquisition du caractère pathogène via des modifications génétiques chez des variants apathogènes. 
Cette présente étude a pour visée de compléter les données actuelles via la détection et le séquençage de souches 
non pathogènes ainsi que d’élaborer une méthode de détection des Lagovirus plus performante. Ce travail 
présente le séquençage de 4 souches dont les analyses suggèrent un rapprochement génétique avec les virus non 
pathogènes connus ainsi que l’élaboration d’une qPCR multiplex. 




TITLE: DETECTION AND IDENTIFICATION OF LAGOVIRUSES AMONG VARIOUS LAGOMORPH 
SPECIES 
 
ABSTRACT: Lagoviruses include viruses responsible for rabbit haemorrhagic disease (RHDV) and the 
European brown hare syndrome, two lethal and contagious afflictions in several lagomorph species. Although 
RHDV was considered as a virus specific to Oryctolagus cuniculus for a long time, numerous genetic variants 
that proved to be virulent in other species have emerged. Besides, several viruses that are genetically close to 
RHDV but non-pathogenic have been identified. Phylogenetic and epidemiologic analyses of all these different 
viruses suggest that the evolution of Lagoviruses could be explained by jump species with virus transmission 
from a reservoir host to a susceptible host or by pathogenicity acquisition through genetic modifications among 
non-pathogenic variants. The aim of this present study is to complete the current data via non-pathogenic strain 
sequencing and the development of a more effective method for Lagoviruses detection. This work presents the 
sequencing of 4 strains whose analyses suggest a genetic link with already known non-pathogenic viruses and 
the development of a multiplex qPCR. 
KEYWORDS: LAGOVIRUS, RHDV, RCV, LAGOMORPH, SEQUENCING, QPCR, MULTIPLEX 
